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POVZETEK 
Namen  
Preučiti zanesljivost imunohistokemične (IHK) metode za določanje najpogostejših 
aktivirajočih mutacij receptorja za epidermalni rastni dejavnik (EGFR) pri nedrobnoceličnem 
raku pljuč (NDRP) v primerjavi s standardno metodo molekularno genetske analize z verižno 
reakcijo s polimerazo (PCR) ter napovedno vrednost IHK EGFR pozitivnih mutacij na izhode 
zdravljenja z zaviralci tirozin kinaz (TKI), usmerjenih proti EGFR. Dodatno smo želeli preučiti 
še stroškovno učinkovitost IHK testiranja EGFR mutacij pred PCR testiranjem. 
Utemeljitev 
Aktivirajoče mutacije EGFR predstavljajo pozitiven napovedni dejavnik za odgovor na 
zdravljenje z EGFR TKI pri bolnikih z razsejanim NDRP in jih standardno določamo s PCR 
metodo. Senzitivnost PCR metode omejuje delež tumorskih celic z mutacijo EGFR. Poleg tega 
je PCR testiranje relativno drago, kompleksno, zahteva usposobljen kader, analiza rezultatov 
pa razmeroma dolgotrajna. IHK metoda določanja specifičnih mutiranih proteinov EGFR z 
uporabo za pogosti mutaciji specifičnih protiteles, omogoča opredelitev prisotnosti mutacij 
EGFR v zelo majhnih tumorjih ali celo le tumorskih celic na enostavnejši, hitrejši, cenejši in 
dostopnejši način. V literaturi so dostopni podatki o zelo visoki, v povprečju okrog 90 % 
specifičnosti IHK metode za določanje pogostih mutacij EGFR, medtem ko je bila senzitivnost 
precej nižja in med posameznimi raziskavami močno spremenljiva, od 30 – 100 %. Podatki o 
napovedni vrednosti IHK določenih mutacij EGFR so v doslej objavljeni literaturi pičli. 
Bolniki in Metode 
V raziskavo smo vključili 79 za EGFR mutacije pozitivnih in 29 za EGFR mutacije negativnih 
bolnikov z NDRP, diagnosticiranih po principu refleksnega testiranja z metodo PCR. Za IHK 
testiranje smo uporabili za mutacije specifični protitelesi proti najpogostejši deleciji v eksonu 
19, E746-A750del (klon SP111) in proti točkovni mutaciji L8585R (klon SP125). Reakcijo smo 
izvedli po navodilih proizvajalca na avtomatskem barvalniku (Benchmark XT; Ventana 
Medical Systems). Zdravljenje z EGFR TKI za razsejano bolezen je prejelo 60 od 79 za EGFR 
mutacije pozitivnih bolnikov, ki so bili vključeni v analizo preživetja. Za oceno stroškovne 
učinkovitosti smo uporabili odločitveno drevo.  
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Rezultati 
Celokupna senzitivnost in specifičnost IHK metode v primerjavi s PCR metodo sta bili 84,8 % 
(95 % interval zaupanja (CI) 74,6-91,6) in 100 % (95 % CI 85,4-100). Srednji čas brez 
napredovanja bolezni (PFS) in celokupno preživetje (OS) bolnikov, ki so bili IHK EGFR 
pozitivni sta bila visoko primerljiva s PFS in OS celotne kohorte PCR EGFR pozitivnih 
bolnikov (PFS: 14,3 vs. 14,0 mes; OS: 34,4 vs. 34,4 mes). Razmerje stroškov PCR in IHK 
metode bi moralo znašati 8:1 za belo populacijo, oziroma 4:1 za Azijsko populacijo, da bi bilo 
IHK testiranje pred PCR testiranjem stroškovno učinkovito. 
Zaključek 
V naši raziskavi smo potrdili zelo visoko specifičnost in relativno nizko senzitivnost IHK 
metode za določanje dveh najpogostejših aktivirajočih mutacij EGFR z uporabo specifičnih 
protiteles. Potrdili smo tudi zanesljivost IHK metode za napoved odgovora na zdravljenje s 
TKI. Na stroškovno upravičenost IHK testiranja pred PCR testiranjem v največji meri vpliva 
delež mutacij EGFR v določeni populaciji. 
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ABSTRACT 
Purpose 
To evaluate the accuracy of immunohistochemistry (IHC) compared to standard PCR-based 
method for detecting common activating epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations 
in non-small-cell lung cancer (NSCLC) and to evaluate predictive value of IHC EGFR 
mutation-positive status for EGFR TKIs treatment outcome. Additionally, based on the results 
of our study we wanted to evaluate estimated cost-effectiveness for the upfront IHC testing. 
Background 
Activating EGFR mutations are predictive for response to treatment with EGFR TKIs in 
patients with advanced NSCLC. Standard method for EGFR mutation detection is PCR method. 
The sensitivity of PCR method is limited by the amount of tumor cells in the specimen. PCR-
based EGFR mutation testing is relatively costly, technically comlex, labour demanding, and 
has relatively long turn-around-times. IHC method using mutant selective antibodies for 
detection of specific mutant EGFR proteins enables EGFR mutation analysis in small tumor 
tissue samples or even tumor cells. IHC is easy to conduct, cheaper, widely available and yields 
fast results. Previously, IHC EGFR mutation detection with mutation specific EGFR antibodies 
was studied, revealing very high specificity, around 90%, while sensitivity was limited and 
variable between studies, ranging 30 % - 100 %. Data on predictive value of IHC determined 
EGFR mutations on response to EGFR TKI are scarce in the available literature. 
Patients and Methods 
The trial included 79 consecutive EGFR mutation-positive and 29 EGFR mutation-negative 
NSCLC cases diagnosed with reflex PCR-based testing. Two mutation-specific antibodies 
against the most common exon 19 deletion, namely E746-A750del (clone SP111) and L858R 
mutation (clone SP125) were tested according to manufacturer’s instructions using automated 
immunostainer (Benchmark XT; Ventana Medical Systems). 60/79 EGFR mutation-positive 
patients were treated with EGFR TKIs for advanced disease and included in treatment outcome 
analysis. Decision tree was used for the cost-effectiveness analysis.   
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Results 
The overall sensitivity and specificity of IHC-based method compared to the PCR-based one 
were 84.8 % (95 % CI 75.6–91.6) and 100 % (95 % CI 85.4–100), respectively. The median 
PFS and OS of patients with IHC positive EGFR mutation status were highly comparable to the 
total cohort (PFS: 14.3 vs 14.0 months; OS: 34.4 vs 34.4 months). The PCR and IHC cost ratio 
needs to be about eight-to-one and four-to-one in Caucasian and Asian population, respectively, 
to economically justify upfront use of IHC.  
Conclusion 
The trial confirmed an excellent specificity with fairly good sensitivity of IHC with mutation-
specific antibodies for common EGFR mutations and the accuracy of IHC testing for predicting 
response to EGFR TKIs. The use of upfront IHC depends mainly on the population EGFR 
mutation positivity probability.  
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC 
ALK anaplastična limfomska kinaza 
AR amfiregulin 
bp bazni par 
BTC beta celulin 
CI interval zaupanja (iz ang. confidence interval) 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
DRP drobnocelični rak pljuč 
EGF epidermalni rastni dejavnik 
EGFR receptor za epidermalni rastni dejavnik (iz. ang. epidermal growth factor 
receptor) 
ErbB iz ang. avian erythroblastosis oncogene B 
EPG epigen 
EPR epiregulin 
FGFR1 receptor za fibroblastni rastni dejavnik 1 
FFPE fiksirano v formalinu in vklopljeno v parafin (iz. ang. formalin fixed 
paraffin embedded) 
FISH fluorescenčna in situ hibridizacija 
HB-EGF heparin vezavni epidermalni rastni dejavnik 
HER2 receptor humanega epidermalnega rastnega dejavnika 2 (iz ang. human 
epidermal growth factor receptor 2) 
HR razmerje tveganj (iz ang. hazard ratio) 
IHK imunohistokemija 
(k)Da (kilo)-Dalton  
KT kemoterapija 
NDRP nedrobnocelični rak pljuč 
NGS sekveniranje naslednje generacije (iz ang. next generation sequencing) 
NNV negativna napovedna vrednost 
NOS ne drugače opredeljen (iz ang. not otherwise specified) 
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NRG neuregulin 
ORR celokupni odgovor (iz ang. overall response rate) 
OS celokupno preživetje (iz ang. overall survival) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (iz ang. polymerase chain reaction) 
PD-1 receptor programirane celične smrti 
PD-L1 ligand programirane smrti - 1 
PFS čas brez napredovanja bolezni (iz ang. progression-free survival) 
PI-3K fosfatidilinozitol 3-kinaza 
PNV pozitivna napovedna vrednost 
RECIST iz ang. »Response evaluation criteria in solid tumors« 
RKR randomizirana klinična raziskava 
TGF-α tranformirajoči rastni dejavnik alfa 
TK tirozin kinaza 
TKI zaviralec tirozinske kinaze (iz ang. tyrosine kinase inhibitor) 
TNM tumor - področne bezgavke – oddaljeni zasevki (iz ang. tumor – node – 
metastasis) 
VEGFR receptor žilnega endotelnega rastnega dejavnika (iz ang. vascular 
endothelial growth factor receptor) 
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1 RAK PLJUČ 
1.1 EPIDEMIOLOGIJA RAKA PLJUČ 
Rak pljuč že več desetletij velja za eno izmed najbolj smrtonosnih malignih bolezni. Po 
podatkih GLOBOCAN-a je bilo v letu 2012 po svetu zabeleženih več kot 1,8 milijona novih 
primerov raka pljuč, kar ustreza kar 12,9 % vseh novoodkritih rakov [1]. Rak pljuč je tako 
postal tudi najpogostejši rak, za katerim ljudje zbolevajo. Še vedno pa, žal, ostaja tudi 
najpogostejši vzrok smrti zaradi raka. V letu 2012 je bilo zabeleženih 1,59 milijona smrti zaradi 
raka pljuč, kar predstavlja skoraj petino vseh smrti zaradi malignih bolezni (19,4 %) [1]. Le 
skromnih 18 % bolnikov z rakom pljuč je živih 5 ali več let po diagnozi, kar najverjetneje 
sovpada s še vedno zelo velikim, več kot 50 %, deležem novoodkritih rakov v razsejanem 
stadiju bolezni [2]. V zadnjih letih smo priča precejšnjemu napredku v obravnavi raka pljuč, 
tako v presejanju, slikovni in invazivni diagnostiki, novih tehnikah obsevanja, kakor tudi na 
področju sistemskega zdravljenja, kjer je prihod tarčne terapije in imunoterapije prinesel 
upanje, da se bodo preživetja bolnikov z rakom pljuč v naslednjih letih izboljšala. 
V Sloveniji incidenca pljučnega raka narašča, kar sovpada tudi s svetovnimi trendi. Leta 2015 
je bilo odkritih 1438 novih primerov (978 moških in 460 žensk), kar ga uvršča na 3. mesto pri 
moških in 4. mesto pri ženskah. Groba incidenčna stopnja za leto 2015 je znašala 95,6/100000 
za moške in 44,2/100000 za ženske (Slika 1) [3]. 
 
Slika 1: Incidenca raka pljuč v Sloveniji v letih 1961-2015 [4] 
 
Turnšek Hitij, N. Uporabnost imunohistokemičnega določanja mutacij za epidermalni rastni faktor pri raku pljuč. 
Doktorsko delo. Ljubljana, UL, Medicinska fakulteta, 2018. 
   
18 
 
V letu 2015 je imela ob diagnozi več kot polovica novoodkritih bolnikov z rakom pljuč 
razsejano bolezen (52,9 % pri moških in 52,8 % pri ženskah), okrog 29,0 % je bilo bolnikov z 
lokalno razširjeno boleznijo (30,5 % pri moških in 26,0 % pri ženskah) in okrog 17 % z omejeno 
boleznijo (15,6 % pri moških in 18,8 % pri ženskah) [3]. 
Zaradi raka pljuč je v letu 2015 umrlo 849 moških in 360 žensk, kar predstavlja 19,2 % vseh 
smrti zaradi malignih obolenj, kar sovpada tudi s svetovnimi podatki [4]. Petletno relativno 
preživetje je za obdobje 2011-2015 znašalo 14,6 % za moške in 20,8 % za ženske in je v 
primerjavi z obdobjem 2006-2010 v blagem porastu [3]. 
 
1.2 ETIOLOGIJA RAKA PLJUČ  
Kajenje že desetletja predstavlja poglavitni vzrok za nastanek raka pljuč. Povzročalo naj bi 
okoli 80 % primerov [5]. Tveganje za pojav raka pljuč se pri kadilcih povečuje s trajanjem 
kajenja kot tudi s številom pokajenih cigaret dnevno, in se pri kontinuiranih kadilcih v 
primerjavi z nekadilci poveča 20- do 50-krat [6]. Pomemben dejavnik tveganja za razvoj raka 
pljuč predstavlja tudi pasivno kajenje [7]. Tveganje se pri partnerjih kadilcev v primerjavi s 
partnerji nekadilcev poveča za okrog 25 % [8].  
Okrog 10 - 25 % rakov pljuč se razvije pri nekadilcih. Delež nekadilskih rakov pljuč se precej 
razlikuje glede na spol in geografsko področje [9]. Med dejavnike tveganja za nastanek raka 
pljuč pri tej populaciji spada poleg pasivnega kajenja, v največji meri izpostavljenost 
karcinogenom v naravi in na delovnem okolju. Dokazana je povezava med izpostavljenostjo 
azbestu in radonu, nedvomno pa na nastanek raka pljuč vpliva tudi izpostavljenost določenim 
težkim kovinam, policikličnim aromatskim ogljikovodikom in onesnaževalcem v okolju [9, 
10]. 
Z naraščanjem deleža nekadilskih rakov pljuč, ki je posledica opuščanja kajenja v razvitem 
svetu, se vedno pogosteje opaža tudi pozitivna družinska obremenjenost za rak pljuč pri 
obolelih. Zanesljivih podatkov o dedni ogroženosti za raka pljuč zaenkrat še ni na voljo.  
Povečano tveganje za nastanek novega primarnega raka pljuč imajo tudi bolniki po predhodnem 
zdravljenju raka pljuč, kot tudi bolniki, ki so preboleli raka glave in vratu, ter bolniki, ki so 
prejeli visoke doze sevanja na področje prsnega koša [11, 12].  
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1.3 PATOLOGIJA RAKA PLJUČ  
Rak pljuč, glede na biološke značilnosti, zdravljenje in prognozo, v grobem delimo na 
nedrobnocelični (NDRP) in drobnocelični rak pljuč (DRP). NDRP predstavlja okrog 85 % vseh 
rakov pljuč, in ga nadalje delimo v žlezni rak, ploščatocelični rak, velikocelični rak in NDRP 
brez dodatnih oznak (NOS) [13]. 
Žlezni rak je najpogostejši NDRP, predstavlja okrog 40 % vseh rakov pljuč in se pogosteje 
pojavlja pri ženskah, bivših kadilcih ali nekadilcih. Zanj je značilno, da vznikne v pljučnih 
mešičkih na obrobju pljuč, njegov delež pa v zadnjih letih narašča [14]. Ploščatocelični rak se 
pogosteje pojavi pri kadilcih, okrog dve tretjini ga vznikne v centralnih delih pljuč, okrog 
sapnic; delež ploščatoceličnega raka znaša okrog 20 % in je v upadu. Manjši delež (okrog 5 %) 
rakov pljuč predstavljajo nevroendokrini tumorji, med katere spadajo velikocelični 
nevroendokrini rak pljuč, tipični ter atipični karcinoid [14]. 
 
1.4 MOLEKULARNA BIOLOGIJA RAKA PLJUČ 
V zadnjem desetletju je natančnejše poznavanje molekularne biologije raka pljuč in odkritje 
številnih molekularnih označevalcev, ki igrajo pomembno vlogo v razvoju raka, zasevanju, 
določajo njegov potek in predvidevajo odgovor na tarčno zdravljenje, privedlo do velikega 
napredka pri zdravljenju posameznih podtipov NDRP. Največ molekularnih označevalcev in 
proti njim usmerjenih tarčnih zdravil je bilo doslej spoznanih pri žleznem raku pljuč. Med njimi 
so prve  opisali ravno aktivirajoče mutacije v genu za receptor za epidermalni rastni dejavnik 
(EGFR), ki so najpogostejša molekularna tarča, za katero imamo na voljo učinkovita tarčna 
zdravila [15, 16]. Kmalu zatem so odkrili gensko prerazporeditev ALK, ki je prisotna pri okrog 
5 % bolnikov z žleznim rakom pljuč [17]. Tudi za to tarčo so že razvili zdravila, ki so dostopna 
v vsakdanji klinični praksi. Trenutno pri NDRP poznamo vsaj 10 molekularnih označevalcev, 
za katere imamo na voljo klinične podatke o učinkovitosti tarčnega zdravljenja (ROS1, BRAF, 
HER2, MET, …), medtem ko so za številne druge tarčna zdravljenja še v razvoju KRAS, 
PIK3CA, RET, DDR2, FGFR1, in drugi) [18]. Posamezni molekularni označevalci se 
praviloma med seboj izključujejo in so le redko sočasno prisotni v istem tumorju. 
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1.5 ZDRAVLJENJE NEDROBNOCELIČNEGA RAKA PLJUČ 
Zdravljenje NDRP je multidisciplinarno in obsega kirurško zdravljenje, obsevanje ter sistemsko 
zdravljenje z zdravili. Vrsto zdravljenja v prvi vrsti določa anatomski stadij bolezni [19-22], 
pomembni dejavniki pa so tudi molekularne značilnosti tumorja, bolnikovo splošno stanje 
zmogljivosti ter pridružena stanja in bolezni. 
 
1.5.1 Zdravljenje bolnikov z omejeno in lokalno napredovalo obliko NDRP 
Osnovno zdravljenje bolnikov z omejeno obliko NDRP (stadij I – II) predstavlja radikalna 
kirurška odstranitev prizadetega dela pljuč in bezgavk mediastinuma, ki lahko pri mnogih 
bolnikih vodi v popolno ozdravitev. Pri nekaterih bolnikih z majhnimi tumorji in brez 
prizadetosti mediastinalnih bezgavk, ki zaradi slabšega splošnega stanja zmogljivosti ali 
pridruženih bolezni niso primerni kandidati za radikalno kirurško zdravljenje, prihaja v poštev 
tudi stereotaktično obsevanje pljuč [23]. Po radikalni operaciji se pri bolnikih s prizadetimi 
bezgavkami (stadij bolezni II in III) in pri bolnikih, katerih velikost prvotnega tumorja je 4 cm 
ali več (stadij IB), priporoča dopolnilna (adjuvantna) kemoterapija (KT) na osnovi platine, ki 
zmanjša tveganje smrti za okoli 5 %. Dobrobit dopolnilne KT so potrdile številne prospektivne 
randomizirane klinične raziskave (RKR) kot tudi dve metaanalizi [24, 25]. V dopolnilni KT je 
največ podatkov o učinkovitosti in varnosti za kombinacijo s cisplatinom in vinorelbinom. Na 
voljo pa so tudi podatki o varnosti in učinkovitosti drugih cisplatin vsebujočih shem, bodisi z 
docetakselom, gemcitabinom ali pemetreksedom, ki so primerljivo učinkovite v primerjavi s 
cisplatinom in vinorelbinom [26]. 
Pri bolnikih s prizadetostjo bezgavk le ene mediastinalne lože ali ob dobrem odzivu bolezni na 
predoperativno (neoadjuvantno) KT prihaja v poštev tudi kirurško zdravljenje [23]. 
Pooperativno obsevanje se priporoča pri neradikalni operaciji. Metaanaliza raziskav, kjer so 
sicer uporabljali starejše tehnike obsevanja, je pokazala, da imajo bolniki po radikalni operaciji 
in brez prizadetosti bezgavk ali s prizadetostjo le priležnih hilusnih bezgavk (N1) celo slabše 
preživetje, zato se pri teh bolnikih pooperativno obsevanje ne priporoča [27]. Vloga 
pooperativnega obsevanja po radikalni operaciji in naključno odkritem stadiju N2 bolezni še ni 
pojasnjena, odgovor bo verjetno dala velika prospektivna RKR, ki je v teku (Lung Art – številka 
raziskave NCT00410683). 
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Zdravljenje bolnikov z lokalno napredovalim NDRP v stadiju III že vrsto let temelji na 
obsevanju in sočasni kemoterapiji dveh citostatikov na osnovi platine [23]. V zadnjem letu 
predstavlja pomemben napredek v zdravljenju lokalno napredovalega raka pljuč prihod 
imunoterapije. Konsolidacijsko zdravljenje s proti PD - 1 usmerjenim durvalumabom po 
predhodni radikalni kemoradioterapiji je v primerjavi s placebom značilno, predvsem pa 
klinično pomembno, podaljšalo čas do napredovanja bolezni za skoraj eno leto; podatke o 
celokupnem preživetju še čakamo [28]. Na podlagi teh izsledkov predstavlja durvalumab novo 
možnost zdravljenja pri bolnikih, pri katerih neposredno po radikalnem zdravljenju s 
kemoradioterapijo ne najdemo napredovanja bolezni in so v dobrem stanju splošne 
zmogljivosti.  
 
1.5.2 Zdravljenje bolnikov z razsejanim NDRP 
1.5.2.1 Zdravljenje bolnikov z razsejanim NDRP brez molekularnih označevalcev 
Zdravljenje razsejane oblike bolezni (stadij IIIB in IV), temelji na sistemskem zdravljenju. KT 
z dvema citostatikoma na osnovi derivatov platine je desetletja predstavljala edino možnost 
zdravljenja teh bolnikov, njihova celokupna preživetja pa so bila slaba, okrog 10 mesecev [29]. 
Z odkritjem aktivirajočih mutacij v genu EGFR, kot napovednega dejavnika za odgovor na 
zdravljenje z inhibitorji tirozin kinaz (TKI) pred dobrim desetletjem pa se je z izjemnimi 
rezultati zdravljenja tudi za bolnike z rakom pljuč pričela nova doba sistemskega zdravljenja. 
Z nadaljnjim razvojem molekularne biologije ter z odkrivanjem novih onkogenih tarč, 
zdravljenje razsejanega raka pljuč postaja vse bolj prilagojeno bolniku in bolezni. 
Kombinacija cisplatina ali karboplatina ter novejših citostatikov (pemetreksed za 
neploščatocelični rak, gemcitabin, taksani, vinorelbin) sicer še vedno predstavlja temelj prvega 
zdravljenja za večino bolnikov z razsejanim NDRP, pri katerih nismo dokazali molekularnih 
označevalcev, in v primerjavi z najboljšim podpornim zdravljenjem, izboljšajo relativno 
preživetje za 23 % [30]. Pri starejših bolnikih v slabšem stanju zmogljivosti prihaja v poštev 
monokemoterapija s predhodno naštetimi citostatiki, brez derivatov platine [30]. 
Novo možnost sistemskega zdravljenja bolnikov z razsejanim NDRP, predstavlja imunoterapija 
z zaviralci kontrolnih točk na limfocitih T (npr. PD - 1) ali pa njihovih ligandov na tumorskih 
celicah (npr. PD - L1). Klinične raziskave so pokazale, da imunoterapija pri nekaterih bolnikih 
omogoča dolgotrajne remisije in pri določenem deležu bolnikov najverjetneje vodi tudi v 
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ozdravitev razsejane rakave bolezni. Pembrolizumab, zaviralec PD - 1, je pri bolnikih, katerih 
tumorske celice izražajo več kot 50 % PD - L1, v primerjavi s standardno kemoterapijo na 
osnovi derivatov platine značilno podaljšal celokupno preživetje kot tudi čas do napredovanja 
bolezni [31]. Večji je bil tudi delež odgovorov, hkrati pa je manj bolnikov, zdravljenih s 
pembrolizumabom, utrpelo resne neželene učinke v primerjavi s kemoterapijo. Na osnovi teh 
podatkov je pembrolizumab priporočeno začetno zdravljenje bolnikov z razsejanim NDRP, 
katerih tumorji izražajo več kot 50 % PD - L1. Predstavlja prvo zdravljenje, ki se je po več 
desetletjih izkazalo bolj učinkovito od standardne kemoterapije s platino [30]. Na voljo so tudi 
že prvi izsledki najnovejših raziskav, ki so preučevale kombinacijo imunoterapije s 
kemoterapijo na osnovi derivatov platine, ki so zelo obetavni in bodo v kratkem zagotovo 
predstavljali novo možnost začetnega zdravljenja za bolnike z razsejanim NDRP v zelo dobrem 
stanju splošne zmogljivosti in brez pomembnih pridruženih bolezni [32, 33]. 
Po napredovanju bolezni po prvem zdravljenju razsejane bolezni, za bolnike v še dobrem 
stanjem splošne zmogljivosti, prihaja v poštev nadaljnje sistemsko zdravljenje. Izbira 
sistemskega zdravljenja je odvisna od vrste začetnega zdravljenja, kot tudi od pričakovanih 
neželenih učinkov in pridruženih obolenj. Bolnikom, pri katerih je prišlo do napredovanja 
bolezni po začetnem zdravljenju s KT na osnovi derivatov platine, priporočamo zdravljenje z 
enim od zaviralcev kontrolnih točk, pembrolizumabom (za tiste, katerih tumorji izražajo vsaj 1 
% PD - L1), nivolumabom ali atezolizumabom v monoterapiji. Zdravljenje z zaviralci 
kontrolnih točk poveča delež bolnikov z odgovorom na zdravljenje in tudi značilno podaljša 
celokupno preživetje, hkrati pa vodi v manjši delež sopojavov in je na ta način tudi bolj varno 
v primerjavi s KT z docetakselom [34-37]. 
Bolnike, ki niso primerni za zdravljenje z zaviralci kontrolnih točk in njihovo splošno stanje to 
dopušča, lahko zdravimo s KT 2. reda, bodisi v kombinaciji bodisi kot monokemoterapijo s 
pemetrexedom ali docetakselom. Pri bolnikih z neploščatoceličnim NDRP dodatno možnost 
zdravljenja predstavlja kombinacija angiokinaznega zaviralca nintedaniba in docetaksela, ki se 
priporoča predvsem pri tistih, pri katerih se bolezen ponovi v prvih 9 mesecih od začetka 
kemoterapije 1. reda [38]. Dodatno možnost zdravljenja za bolnike z NDRP v 2. redu 
predstavlja zaviralec receptorja za žilni endotelijski dejavnik 2 (VEGFR 2) ramucirumab v 
kombinaciji z docetakselom [30, 39].  
 
Turnšek Hitij, N. Uporabnost imunohistokemičnega določanja mutacij za epidermalni rastni faktor pri raku pljuč. 
Doktorsko delo. Ljubljana, UL, Medicinska fakulteta, 2018. 
   
23 
 
1.5.2.2 Zdravljenje bolnikov z razsejanim NDRP z molekularnimi označevalci 
EGFR pozitiven rak pljuč 
Odkritje aktivirajočih mutacij v genu EGFR kot napovednega dejavnika odgovora na 
zdravljenje z inhibitorji tirozinskih kinaz je pomenilo revolucijo v sistemskem zdravljenju 
razsejanega raka pljuč. Več velikih RKR zapored je pokazalo visoko učinkovitost zaviralcev 
tirozinske kinaze (TKI), gefitiniba, erlotiniba in afatiniba pri bolnikih s pogostimi EGFR 
mutacijami, ki so v primerjavi s standardno kemoterapijo z dvojčki na osnovi derivatov platine 
več kot podvojili celokupen odgovor na zdravljenje (okrog 70 %), in čas do napredovanja 
bolezni (9 – 13 mesecev) [30, 40-47]. Celokupna preživetja (OS) teh bolnikov pa že presegajo 
36 mesecev, čemur pri razsejanem raku pljuč nismo bili priča še nikoli doslej (Tabela 1). EGFR 
TKI so se izkazali za enako učinkovite in varne tudi pri bolnikih v slabšem stanju zmogljivosti 
zaradi napredovale rakave bolezni (PS 3-4) [48]. 
Na osnovi teh rezultatov je določanje mutacij EGFR zdravljenje z EGFR TKI pri EGFR 
pozitivnih bolnikih postalo standard v obravnavi vseh novoodkritih bolnikov z razsejanim 
neploščatoceličnim NDRP [49-52]. 
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Tabela 1: Izhodi zdravljenja bolnikov z EGFR pozitivnim NDRP, zdravljenih z EGFR TKI v 
primerjavi s kemoterapijo na osnovi platine  
Raziskava N EGFR 
TKI 
EGFR 
mutacije 
PFS  
(meseci) 
OS  
(meseci) 
IPASS[42] 261 Gefitinib pogoste, 
druge (n=8) 
9,5 vs 6,3 21,6 vs 21,9 
WJOTG[41] 172 Gefitinib samo pogoste 9,2 vs 6,3 35,5 vs 38,8 
NEJ002[40] 230 Gefitinib pogoste, 
druge (n=7) 
10,8 vs 5,4 27,7 vs 26,6 
ENSURE[46] 217 Erlotinib samo pogoste 11,0 vs 5,5 26,3 vs 25,5 
EURTAC[43] 174 Erlotinib samo pogoste 9,7 vs 5,2 19,3 vs 19,5 
OPTIMAL[47] 154 Erlotinib samo pogoste 13,1 vs 4,6 22,8 vs 27,2 
LUX-Lung 3[44] 245 Afatinib pogoste, 
druge (n=37) 
13,6 vs 6,9 
11,1 vs 6,9 
30,3 vs 26,2 
28,1 vs 28,2 
LUX-Lung 6[45] 364 Afatinib pogoste, 
druge (n=40) 
11,0 vs 5,6 22,1 vs 22,2 
EGFR TKI – zaviralec tirozinske kinaze usmerjen proti EGFR, NDRP – nedrobnocelični rak pljuč, PFS – čas do 
napredovanja bolezni, OS – celokupno preživetje 
 
Kljub dobremu začetnemu odgovoru se po 9 – 13 mesecih zdravljenja pri večini bolnikov 
razvije rezistenca, katere vzrok je v okrog 60 % primerov pridobljena mutacija T790M v eksonu 
20 gena EGFR [53-55]. V tem primeru je zdravljenje izbora osimertinib, EGFR TKI tretje 
generacije, ki deluje tako na aktivirajoče mutacije EGFR kot na rezistenčno mutacijo T790M 
in omogoča nadaljnji odgovor pri okrog 70 % bolnikov, zazdravitve pa trajajo v povprečju 10 
mesecev [56]. V preostalih primerih so bili opisani mehanizmi rezistence s pojavom mutacije 
MET v eksonu 14, mutacije HER2, mutacije BRAF, mutacije KRAS, mutacije PI3K ali pa celo 
transformacije v drobnocelični rak pljuč [54]. Za bolnike, pri katerih ob napredovanju bolezni 
ne dokažemo mutacije T790M v genu EGFR ali katere izmed drugih genskih alteracij, za katere 
imamo na voljo tarčno zdravljenje, je zdravljenje izbora kemoterapija z dvojčki na osnovi 
derivatov platine in pemetrekseda. 
Osimertinib je po podatkih nedavne RKR faze 3 izkazal učinkovitost tudi pri predhodno 
nezdravljenih EGFR pozitivnih bolnikih, ne glede na prisotnost mutacije T790M, in je v 
Turnšek Hitij, N. Uporabnost imunohistokemičnega določanja mutacij za epidermalni rastni faktor pri raku pljuč. 
Doktorsko delo. Ljubljana, UL, Medicinska fakulteta, 2018. 
   
25 
 
primerjavi s standardnim zdravljenjem z erlotinibom ali gefitinibom podaljšal PFS za okrog 8 
mesecev (18,9 proti 10,2 meseca), medtem ko v deležu celokupnih odgovorov ni bilo razlik 
[57]. V primerjavi s svojimi predhodniki ima pomembno večjo sposobnost prehajanja čez 
hematoencefalno bariero in na ta način tudi visoko učinkovitost na možganske zasevke [58, 
59]. Na osnovi teh vzpodbudnih podatkov je bil že odobren s strani regulatornih agencij (FDA, 
EMA) in tako predstavlja novo možnost zdravljenja prvega reda za bolnike z razsejanim EGFR 
pozitivnim NDRP. 
 
ALK, ROS1, BRAF in MET pozitiven rak pljuč 
ALK genske preureditve so pozitivni napovedni dejavnik za zdravljenje s krizotinibom, majhno 
molekulo TKI, ki poleg ALK inhibira tudi tirozinsko kinazo cMET in ROS1. V primerjavi s KT 
na osnovi platine in pemetrekseda je krizotinib podaljšal PFS za okrog 4 mesece in skoraj 
podvojil delež celokupnih odgovorov (74 % proti 45 %), zato ga na osnovi teh podatkov 
priporočamo v prvem redu zdravljenja bolnikov z razsejanim ALK pozitivnim NDRP [60]. 
Poleg pridobljene rezistence, ki se po okrog 11 mesecih razvije skoraj pri vseh bolnikih, 
njegovo delovanje omejuje slabša sposobnost prehajanja čez hematoencefalno bariero. Slednja 
je izjemnega pomena pri sprejemanju odločitev o nadaljnjih postopkih zdravljenja, saj je za 
bolezen samo značilno zelo pogosto zasevanje v možgane. Alektinib je zaviralec ALK novejše 
generacije, ki zavira ALK in RET tirozin kinazo, in je v RKR faze 3 v primerjavi s krizotinibom 
skoraj podvojil PFS. Kar pa je še pomembneje, izjemno učinkovitost je zdravilo pokazalo pri 
možganskih zasevkih z več kot 80 % intrakranialno kontrolo, vključno s popolnimi odgovori 
[61]. Na osnovi teh podatkov se alektinib pomika v prvi red zdravljenja bolnikov z razsejanim 
ALK pozitivnim NDRP.  
Ob napredovanju bolezni imamo na voljo že zaviralce ALK novejše generacije. Ceritinib je 
učinkovit v drugem redu zdravljenja, v primerjavi s KT na osnovi derivatov platine in vodi v 
celokupne odgovore pri okrog 56 % bolnikov, s trajanjem več kot 8 mesecev, učinkovitost pa 
je bila potrjena tudi intrakranialno [62]. Alektinib po napredovanju bolezni ob zdravljenju s 
krizotinibom omogoča okrog 50 % delež celokupnih odgovorov in še nekoliko daljši PFS kot 
ceritinib, to je okrog 10 mesecev. Tudi pri predhodno zdravljenih bolnikih navdušuje predvsem 
podatek o izjemni intrakranialni učinkovitosti alektiniba [63]. Na voljo so tudi že podatki o 
dobri učinkovitosti novih, proti ALK usmerjenih TKI, kot sta brigatinib [64, 65] in lorlatinib 
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[66], ki so učinkoviti pri bolnikih s pridobljenimi rezistenčnimi mutacijami na predhodne 
zaviralce ALK.  
Pri bolnikih z razsejanim ROS1 pozitivnim NDRP je krizotinib pokazal dobro učinkovitost z 
okrog 70 % - 80 % deležem celokupnih odgovorov in z opisanimi okrog 19- mesečnimi 
remisijami bolezni, in ga zato priporočamo v prvem redu zdravljenja [67]. Krizotinib se je 
izkazal učinkovit tudi pri bolnikih z MET exon 14 mutacijo in MET amplifikacijo [68, 69]. 
Pri bolnikih z razsejanim NDRP z BRAF V600E mutacijo je v klinični raziskavi faze 2 
kombinacija dabrafeniba in trametiniba, ki je sicer že odobrena za zdravljenje razsejanega 
BRAF V600E pozitivnega malignega melanoma kože, pokazala okrog 60 % učinkovitost, in jo 
tako priporočamo v prvi liniji zdravljenja teh bolnikov [70]. 
Poznavanje molekularnih tarč in uvedba zelo učinkovitih, v posamezno tarčo usmerjenih, 
zdravil v vsakodnevno klinično prakso, je pomembno izboljšala srednja preživetja bolnikov z 
NDRP [71]. 
  
Turnšek Hitij, N. Uporabnost imunohistokemičnega določanja mutacij za epidermalni rastni faktor pri raku pljuč. 
Doktorsko delo. Ljubljana, UL, Medicinska fakulteta, 2018. 
   
27 
 
2 SIGNALNA POT RECEPTORJA ZA EPIDERMALNI RASTNI DEJAVNIK 
(EGFR) 
ErbB receptorske tirozin kinaze igrajo pomembno vlogo tako v normalni fiziologiji celice kot 
tudi pri razvoju raka. ErbB receptorji se izražajo v različnih tkivih epitelijskega, 
mezenhimskega kot tudi nevralnega izvora [72]. Receptor za epidermalni rastni dejavnik (ang. 
epidermal growth factor receptor, EGFR) in ErbB2 (HER2) sta mutirana pri več vrstah 
epitelijskih tumorjev in imata pomembno vlogo pri razvoju in napredovanju raka.  
 
2.1 DRUŽINA ErbB/EGFR 
Gen za EGFR je lociran na krajšem kraku kromosoma 7 (7p11.2) in nosi zapis za 170-kDa tip 
I transmembranski receptor za epidermalni rastni dejavnik s tirozin kinazno (TK) aktivnostjo 
[73]. EGFR spada v družino ErbB/HER receptorskih tirozin kinaz, ki vključujejo štiri 
strukturno zelo podobne receptorje: EGFR (HER1/erbB1), HER2 (neu, erbB2), HER3 (erbB3) 
in HER4 (erbB4). Receptorji so transmembranski glikoproteini, sestavljeni iz zunajcelične 
domene, kamor se veže ligand, transmembranske domene in znotrajcelične domene, ki ima 
tirozin kinazno aktivnost (prisotna pri vseh receptorjih, z izjemo receptorja HER3) [74]. 
ErbB receptorji se aktivirajo z vezavo ligandov, rastnih dejavnikov iz družine EGF, ki jih 
proizvajajo bodisi iste celice, ki izražajo ErbB receptorje (avtokrina sekrecija) bodisi celice, ki 
jih obdajajo (parakrina sekrecija) [75]. Glede na specifičnost vezave na posamezne ErbB 
receptorje, delimo ligande v tri skupine. Prvo skupino tvorijo epidermalni rastni dejavnik 
(EGF), transformirajoči rastni dejavnik (TGFα), amfiregulin (AR) in epigen (EPG). Ti ligandi 
so specifični za vezavo na EGFR. V drugo skupino spadajo beta celulin (BTC), heparin vezavni 
EGF (HB-EGF) in epiregulin (EPR), in se vežejo tako na EGFR kot tudi ErbB4. Tretjo skupino 
ligandov tvorijo neuregulini (NRG), ki se vežejo na ErbB3 oziroma ErbB4 [76]. 
Vezava lignada na receptor sproži signaliziranje, ko poteče homodimerizacija in/ali 
heterodimerizacija z ostalimi člani receptorske družine – najpogosteje HER2, saj le-ta nima 
svojega liganda [73]. Dimerizacija ErbB proteinov po vezavi liganda povzroči fosforilacijo 
tirozinske kinaze v znotrajcelični domeni, kar posledično vodi v aktivacijo tirozinske kinaze in 
nadalje v aktivacijo kaskade signalnih poti [77]. Sama dimerizacija ni zadostna za aktivacijo 
signalne poti, zanjo je nujna potrebna tudi vezava liganda [78]. Najpomembnejši dve signalni 
Turnšek Hitij, N. Uporabnost imunohistokemičnega določanja mutacij za epidermalni rastni faktor pri raku pljuč. 
Doktorsko delo. Ljubljana, UL, Medicinska fakulteta, 2018. 
   
28 
 
poti, ki se na ta način aktivirata, sta signalna pot RAS-RAF-MEK-ERK, ki nadzoruje celično 
proliferacijo, in signalna pot preko PI3K-PTEN-AKT, ki preprečuje apoptozo celic [79]. 
 
Slika 2: Signalna pot EGFR 
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2.2 EGFR IN RAK 
Že skoraj tri desetletja je znana povezava med spremembami v receptorjih ErbB ter nastankom 
raka pri ljudeh. V zadnjih letih so odkritja o ključni vlogi EGFR in HER2 pri nastanku in 
napredovanju različnih vrst solidnih rakov vodila v razvoj specifičnih proti ErbB usmerjenih 
tarčnih zdravil. Med temi je bila prva preučena povezava med prekomerno izraženostjo HER2 
oziroma amplifikacijo HER2 pri raku dojke, v zadnjih letih pa tudi pri raku želodca in 
požiralnika, ter učinkovitostjo proti HER2 usmerjenih tarčnih zdravil. Temu je sledilo odkritje 
povezave med somatskimi mutacijami v genu EGFR pri NDRP ter učinkovitostjo proti EGFR 
usmerjenih zaviralcev tirozin kinaz. Kot terapevtska tarča se je pri različnih rakih, kot so rak 
dojke, pljuč, jajčnikov, prostate ter glave in vratu, preučevala tudi prekomerna izraženost 
proteina EGFR, ki pa se v klinični praksi ni izkazala kot dober napovedni dejavnik za odgovor 
na zdravljenje s tarčnimi zdravili [80]. V nadaljevanju se bomo osredotočili le na vlogo EGFR 
pri NDRP. 
 
2.3 EGFR 
EGFR je najpomembnejši član družine ErbB. Prisoten je na večini epitelijskih, mukoznih in 
žleznih celic, njegova primarna naloga je ohranjanje strukture teh celic, s tem ko apoptotične 
celice na površju nadomešča z novimi delečimi se in diferenciranimi celicami iz matičnih celic 
[81]. Spremembe v tirozin kinazni aktivnosti EGFR so lahko posledica somatskih mutacij v 
genu EGFR, povečanemu številu kopij gena EGFR ali prekomernim izražanjem proteina EGFR 
na celični membrani [82]. Prekomerno izražanje EGFR je po podatkih iz literature prisotno pri 
več kot 65 % bolnikov z NDRP [83]. Pomnoženost gena, ki jo zaznamo z metodo fluorescenčne 
in situ hibridizacije (FISH), je glavni razlog za prekomerno izraženost EGFR. Somatske 
mutacije EGFR v tirozin kinazni domeni (eksoni 18 –21) so bile odkrite pri bolnikih z 
razsejanim NDRP, ki so imeli dobre odgovore na  zdravljenje z EGFR TKI [15, 16]. 
 
2.3.1 Prekomerna izraženost proteina EGFR 
Protein EGFR je prekomerno izražen v večini, tudi do 85 % primerov NDRP. Sprva so 
domnevali, da je izraženost proteina na membrani rakave celice zadostna za napoved odgovora 
na tarčno zdravljenje z EGFR TKI. Klinične raziskave pa tega niso potrdile in določanje 
izraženosti proteina EGFR s standardno imunohistokemično (IHK) metodo ni napovedni 
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dejavnik za odgovor na EGFR TKI. Dodatno se je izkazalo tudi, da izraženost proteina EGFR 
proteina slabo korelira s prisotnostjo mutacij EGFR [84-86]. Na podlagi teh izsledkov se IHK 
določanje celokupnega proteina EGFR ne sme uporabljati za izbiro bolnikov za zdravljenje z 
EGFR TKI [51, 52]. 
Prav tako se prekomerna izraženost EGFR, določena s standardno IHK, ni izkazala kot 
pomemben napovedni dejavnik za izbiro bolnikov za zdravljenje s proti EGFR usmerjenim 
monoklonskim protitelesom cetuksimabom, ki je bil preizkušan v dveh večjih prospektivnih 
RKR kot dodatek k standardnemu zdravljenju s kemoterapijo [87, 88]. 
 
2.3.2 Pomnoženost kopij gena EGFR 
Morebitno pomnožitev kopij gena EGFR ugotavljamo z metodami in situ hibridizacije 
(fluorescenčna, srebritvena, kromogena). Povečano število kopij gena EGFR se pojavi pri okoli 
40 % do 50 % bolnikov z NDRP [89, 90]. 
Pomnožitev kopij gena EGFR ima določeno okrog 30 % pozitivno napovedno vrednost za 
odgovor na zdravljenje s TKI, vendar je več kot dvakrat manjša od napovedne vrednosti 
aktivirajočih mutacij gena EGFR [84, 89, 91, 92]. Pomnožitev mutiranega alela EGFR je sicer 
pogosta, posledica česar je tudi močna statistična povezava med pomnožitvijo EGFR in 
mutacijami EGFR [85, 86]. Upoštevaje navedene podatke, se pomnožitev EGFR, ki jo 
določamo z in situ hibridizacijsko metodo, ne priporoča za izbiro bolnikov za zdravljenje z 
EGFR TKI [52]. 
 
2.3.3 Mutacije v genu EGFR 
Odkritje somatskih mutacij v TK domeni EGFR pri bolnikih z NDRP v letu 2004 je bilo 
izjemnega pomena za razumevanje biologije ter načina zdravljenja te bolezni [15, 16]. Šlo je 
za kratke delecije v eksonu 19 in točkovne mutacije (G719S, L858R in L861Q) v eksonih 18 
in 21. Poleg odlične prediktivne vrednosti za odgovor na zdravljenje z EGFR TKI [93-95], so 
se določene mutacije EGFR izkazale tudi kot pozitiven prognostični dejavnik za boljše 
celokupno preživetje [96, 97]. 
Mutacije v TK domeni EGFR povzročajo od ligandov neodvisno aktivacijo TK, zato jih 
imenujejo aktivirajoče mutacije. Nahajajo se skoraj izključno znotraj eksonov 18 – 21 gena 
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EGFR (Slika 3) [98]. Mutacije, ki se nahajajo v eksonih 18, 19 in 21, so napovedne za 
občutljivost na EGFR TKI kot so gefitinib, erlotinib in afatinib; za mutacije v eksonu 20 je 
značilna primarna rezistenca na TKI, izjemo predstavljata mutacija S768I in insercija 
A763_Y764inFQEA [99-106].  
Slika 3: Mutacije EGFR [98]  
 
 
 
2.3.3.1 Klinično-patološke značilnosti bolnikov z mutacijami EGFR 
Izkazalo se je, da je pogostnost mutacij EGFR povezana predvsem, ne pa izključno, s 
histološkim podtipom NDRP. Pogostnost mutacij EGFR variira glede na spol, etnično 
pripadnost ter kadilski status.  
Aktivirajoče mutacije v genu EGFR se značilno pogosteje, vendar ne izključno, pojavljajo pri 
nekadilcih ali lahkih bivših kadilcih, ženskah in pri Azijatih. V beli populaciji so prisotne pri 
okrog 10 % - 15 % bolnikov z NDRP, medtem ko je njihov delež v azijski populaciji precej 
višji (40-50 %) [107, 108]. 
Glede na histološki tip NDRP so aktivirajoče mutacije EGFR daleč najpogostejše pri žleznem 
karcinomu. V manjšem deležu se pojavljajo tudi pri ploščatoceličnem, drobnoceličnem in 
adenoskvamoznem raku, vendar gre v teh primerih za kombinirane rake, pri katerih je vedno 
prisotna tudi žlezna komponenta [52]. Pri čistem ploščatoceličnem raku aktivirajoče mutacije 
Ekson 
EGF vezavna 
domena 
Tirozin kinazna 
domena 
EGF vezavna 
domena 
Domena 
avtofosforilacije 
Mutacije povezane z 
rezistenco na zdravila 
Mutacije povezane z 
občutljivostjo na zdravila 
Ekson 18 (zanka nukleotidne vezavne domene)          Ekson 19        Ekson 20              Ekson 21 (zanka aktivacije) 
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EGFR dokažemo izjemno redko (< 1 %), pa še v teh primerih se postavlja vprašanje prisotnosti 
žlezne komponente in sposobnosti zaznave le-te v majhnih bioptičnih vzorcih [109]. 
 
2.3.3.2 Pogoste mutacije EGFR 
Dve najpogostejši mutaciji v genu EGFR sta delecija v eksonu 19 in točkovna mutacija L858R, 
ki skupaj predstavljata okrog 85 % - 90 % vseh mutacij v TK domeni EGFR in jih imenujemo 
tudi pogosti ali klasični mutaciji. Delecije v eksonu 19 EGFR so mikrodelecije, ki se nahajajo 
znotraj eksona 19 in so prisotne pri okrog 48 % vseh EGFR mutiranih NDRP [98, 110]. 
Opisanih je bilo kar 53 različnih delecij v eksonu 19, najpogostejša med njimi je delecija 15 
baznih parov (bp), E746-A750, ki predstavlja okrog 60 % - 70 % vseh delecij v eksonu 19. 
Dodatno pa se sicer v manjšem odstotku pojavljajo delecije 18-bp, 9-bp, 12-bp, 24-bp in 27-bp 
kot tudi redke insercije 15-bp in 18-bp [52, 111, 112]. Praviloma so vse delecije v eksonu 19 
povezane z visoko občutljivostjo na zdravljenje z EGFR TKI, kadar se pojavljajo samostojno. 
Opisani so redki primeri, ko se delecija v eksonu 19 pojavlja v kombinaciji z drugimi 
mutacijami, v tem primeru odgovora na zdravljenje z EGFR TKI ni bilo [113]. 
L858R mutacija v eksonu 21 ima za posledico substitucijo aminokislin iz leucina (L) v arginin 
(R) na mestu 858 v EGFR. Mutacije L858R v eksonu 21 se pojavljajo pri okrog 43 % vseh 
EGFR mutiranih NDRP [98, 110]. Kadar se mutacija L858R pojavlja samostojno, je povezana 
z visoko občutljivostjo na zdravljenje z EGFR TKI. Nasprotno pa, kadar se pojavlja skupaj z 
redkimi mutacijami v eksonu 18 - 20, jo povezujemo z odpornostjo na EGFR TKI [113-117]. 
 
2.3.3.3 Redke mutacije EGFR 
Tako imenovane aktivirajoče mutacije EGFR se nahajajo tudi v eksonu 18 in eksonu 21, vendar 
so precej bolj redke in imajo manjšo napovedno vrednost za odgovor na EGFR TKI kot pogoste 
mutacije EGFR. Točkovna mutacija S768I v eksonu 20 predstavlja okrog 1 % vseh mutacij 
EGFR. Zanjo je značilno, da se pogosto pojavlja skupaj z drugimi aktivirajočimi mutacijami 
EGFR in tvori t.i. kompleksne mutacije. Podobno se skupaj z drugimi mutacijami pogosto 
pojavlja tudi točkovna mutacija G719X v eksonu 18, ki skupaj s točkovno mutacijo E709X 
predstavlja okrog 3 - 4 % vseh mutacij EGFR. Točkovna mutacija L861Q v eksonu 21 
predstavlja okrog 2 % vseh mutacij EGFR [118]. Prav tako se pri NDRP pojavljajo že omenjene 
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kompleksne ali sestavljene mutacije, definirane kot več kot ena mutacija EGFR v istem vzorcu 
tumorskega tkiva [118, 119]. 
Klinični podatki o učinkovitosti EGFR TKI pri bolnikih z redkimi aktivirajočimi mutacijami 
EGFR v eksonih 18 - 21 temeljijo na majhnem številu bolnikov in so večinoma retrospektivne 
narave. Občutljivost bolnikov z redkimi aktivirajočimi mutacijami EGFR je na zdravljenje z 
EGFR TKI prve in druge generacije v povprečju manjša kot pri bolnikih s pogostimi 
aktivirajočimi mutacijami [120]. Bolniki s kompleksnimi mutacijami EGFR imajo boljše 
celokupne odgovore na zdravljenje z EGFR TKI kot tisti s samo eno redko mutacijo, delež 
odgovorov pa variira glede na pridruženo drugo mutacijo. Največjo klinično dobrobit so imeli 
bolniki, pri katerih se je redka mutacija pojavila skupaj s pogosto aktivirajočo mutacijo EGFR 
[118]. 
 
2.3.3.4 Rezistenčne mutacije EGFR 
Primarna rezistenca 
Med redkimi mutacijami EGFR so najpogostejše insercije v eksonu 20, njihov delež v EGFR 
mutirani populaciji se giblje med 1 % – 17 % [118]. Po podatkih velike baze mutacij COSMIC 
so doslej ugotovili obstoj okrog 100 različnih vrst insercij v eksonu 20 [112]. Retrospektivne 
analize kliničnih raziskav, ki so vključevale bolnike z insercijami v eksonu 20, so pokazale 
primarno rezistenco na zdravljenje z EGFR TKI [118]. Podobno slaba preživetja, ki govorijo v 
prid primarne rezistence na ireverzibilni EGFR TKI druge generacije afatinib, so pokazali 
rezultati post hoc analize treh prospektivnih kliničnih raziskav LUX-Lung 2, LUX-Lung 3 in 
LUX-Lung 6 [120]. Na osnovi teh podatkov pri bolnikih z insercijami v eksonu 20 kot začetno 
zdravljenje razsejane bolezni priporočamo KT na osnovi derivatov platine [30]. 
 
Pridobljena rezistenca 
Kljub primarnemu odgovoru na prvo zdravljenje z EGFR TKI prve in druge generacije pri 
bolnikih s pogostimi aktivirajočimi mutacijami EGFR, praviloma pri vseh po 9 - 15 mesecih 
bolezen napreduje, razvije se pridobljena odpornost oz. rezistenca. Iz ponovnih biopsij 
tumorskih lezij bolnikov, ki so predhodno odgovorili na zdravljenje z EGFR TKI, se je izkazalo, 
da je za napredovanje bolezni odgovoren pojav novih mutacij. Najpogostejši mehanizem 
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pridobljene rezistence je pojav dodatne mutacije EGFR za TK domeno v eksonu 20, T790M, 
ki se zgodi v 50 – 60 % primerov [53-55]. V klinični praksi so že na voljo tarčna zdravila, 
specifično usmerjena proti mutaciji T790M kot tudi proti pogostim mutacijam, ki omogočajo 
nadaljnje dolgotrajne zazdravitve bolezni.  
Mutacija T790M je redko prisotna že pred uvedbo tarčnega zdravljenja, po navadi v 
kombinaciji s pogostimi mutacijami [121]. Poročali so tudi o primerih tako imenovane zarodne 
mutacije T790M, kar nakazuje na to, da je omenjena mutacija v redkih primerih tudi 
podedovana [122, 123]. 
 
2.4 DOLOČANJE MUTACIJ EGFR 
S spoznanjem pomembnosti biološke vloge somatskih mutacij v genu EGFR za razvoj raka 
pljuč ter terapevtskega pomena zaviralcev EGFR TK, se je spremenil način diagnosticiranja kot 
tudi zdravljenja raka pljuč. Na osnovi podatkov velikih RKR, v katerih je zdravljenje z EGFR 
TKI v primerjavi s kemoterapijo na osnovi derivatov platine več kot podvojilo delež celokupnih 
odgovorov in čas do napredovanja bolezni, hkrati pa dramatično podaljšalo celokupna 
preživetja bolnikov z mutacijami EGFR, je testiranje tumorskega tkiva na prisotnost mutacij 
EGFR postalo standard v rutinski diagnostični obravnavi vseh bolnikov z razsejanim 
neploščatoceličnim NDRP [30, 49, 51]. 
V zadnjem desetletju so se razvile številne metode za določanje mutacij EGFR, od testiranja 
enega gena, do tako imenovanega »multiplex« testiranja tarčnih mutacij in nenazadnje do 
sekveniranja nove generacije. 
 
2.4.1 Molekularne metode 
Za dokazovanje somatskih mutacij gena EGFR poznamo različne metode, ki jih v grobem 
delimo na presejalne metode in usmerjene oziroma tarčne metode.  
Presejalne metode 
Metoda neposrednega sekveniranja DNK ali sekveniranje po Sangerju, ki omogoča dvosmerno 
določanje sekvenc z uporabo fluorescenčno označenih dideoksiterminatorjev, je bila metoda 
izbire v prvih kliničnih raziskavah z erlotinibom in gefitinibom in je nekoč predstavljala 
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standard določanja mutacij EGFR. S to metodo je moč natančno zaznati mutirane sekvence, 
kadar le-te predstavljajo najmanj 25 % celotne DNK, kar sovpada s precej velikim, vsaj 50 % 
deležem tumorskega tkiva v vzorcu [52]. Nizka senzitivnost je ena izmed glavnih omejitev te 
metode. V luči čim manj invazivne diagnostike, so tumorski vzorci v vsakdanji klinični praksi 
pogosto pičli in zato velikokrat neprimerni za molekularno diagnostiko. Poglavitna prednost 
neposrednega sekveniranja je razpoznava vseh znanih in predhodno še neznanih mutacij v 
preiskovanem odseku gena. S to preiskavo ugotavljamo vse mutacije v eksonih 18 -21, vendar 
ima nizko občutljivost, zanjo potrebujemo večji delež tumorskega tkiva, je kompleksna in 
dolgotrajna [124]. 
V zadnjih letih so se zato razvile številne metode z večjo občutljivostjo in krajšim časom 
izvedbe. Kvantitativni PCR (ang. polymerase chain reaction, qPCR) je laboratorijska tehnika, 
ki temelji na PCR in se uporablja za detekcijo, podvajanje in kvantifikacijo tarčne DNK. 
Sekvenčno specifična oligonukleotidna DNK sonda s fluorescenčnim označevalcem omogoča 
detekcijo, kadar poteče hibridizacija sonde s komplementarno DNK tarčo. Instrument zazna 
naraščanje fluorescence pri vsakem ciklu potekajoče reakcije. Cikel, pri katerem fluorescenca 
preseže v naprej določeno mejno vrednost fluorescence, se imenuje pražni cikel (angl. Cycle 
Treshold, Ct) in odraža količino tarčne DNK v vzorcu.  
 
Usmerjene metode 
Usmerjene metode so veliko bolj občutljive kot neposredno sekveniranje, za izvedbo pa je 
potrebno 5 % - 10 % tumorske DNK v tkivnem vzorcu. V zadnjem času so na voljo razni 
komercialni kiti (npr. Therascreen EGFR RCQ PCR Kit, Cobas EGFR mutation test), ki 
temeljijo na molekularno genetski analizi s PCR, z njimi pa lahko zaznamo le vnaprej točno 
določene najpogostejše mutacije EGFR, ne pa tudi novih. Senzitivnost teh metod še vedno v 
veliki meri omejuje delež tumorskih celic, ki vsebujejo mutacijo EGFR, zato je za izvedbo 
testiranja potrebno razmeroma veliko tumorskega tkiva. Ker je velika večina NDRP 
diagnosticirana v napredovalem stadiju bolezni, imamo na voljo največkrat bodisi le 
bronhoskopsko odvzete bioptične vzorce primarnega tumorja, bodisi vzorce zasevkov odvzete 
z aspiracijsko biopsijo s tanko iglo ali pa le vzorce plevralnega izliva; vzorec je torej pičel. 
Poleg tega je PCR testiranje povezano z relativno visokimi stroški, je kompleksno in zahteva 
visoko usposobljen kader, analiza rezultatov pa je razmeroma dolgotrajna [50, 52, 124]. 
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Bistvenega pomena pri rutinski uporabi testov za odkrivanje točno določenih mutacij EGFR je 
preverjanje testa, ki zagotavlja kliniku točne in zanesljive rezultate, na podlagi katerih lahko 
oblikuje svojo odločitev o tarčnem zdravljenju. 
Zadnje smernice za diagnostiko in molekularno testiranje pri raku pljuč za določanje mutacij 
EGFR v klinični praksi priporočajo uporabo metod, ki omogočajo zaznavo vseh individualnih 
mutacij EGFR, katerih pogostnost v opisani literaturi znaša vsaj 1 % vseh mutacij EGFR pri 
žleznem karcinomu (Tabela 2) [51]. 
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Tabela 2: Mutacije EGFR v eksonih 18 - 21, ki predstavljajo več kot 1 % vseh mutacij (povzeto 
po Lindeman et al.) [51] 
Ekson EGFR Kodon EGFR Mutacije 
(aminokisline) 
Substitucije 
nukleotidov 
Približen % 
vseh 
mutacij 
EGFR 
18 E709 E709K c.2125G>A 1 
  E709A c.2126A>C  
  E709G c.2126A>G  
  E709V c.2126A>T  
  E709D c.2127A>C, c.212A>T  
  E709Q c.2125G>C  
 G719 G719S c.2155G>A 2-5 
  G719A c.2156G>C  
  G719C c.2155G>T  
  G719D c.2156G>A  
19 K739, I740, P741, 
V742, A743, I744 
Insercije 
18-bp ins 
 1 
 E746, L747, R748, 
E749, A750, T751, 
S752, P753 
Delecije 
15-bp del 
18-bp del 
9-bp del 
24-bp del 
12-bp del 
 45 
20 S768, V769, D770, 
N771, P772, H773, 
V774 
Insercije 
3-bp ins 
6-bp ins 
9-bp ins 
12-bp ins 
 5-10 
 S768 S768I c.2303G>T 1-2 
 T790 T790M c.2369C>T 2 
21 L858 L858R c.2572C>T 40 
  L858M c.2572C>A (redko)  
 L861 L861Q c.2582T>A 2-5 
  L861R c.2582T>G  
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2.4.2 Imunohistokemija 
Imunohistokemija (IHK) je široko uporabljena laboratorijska metoda, ki se v onkologiji 
uporablja tako v diagnostiki solidnih tumorjev kot tudi hematolimfoidnih neoplazem. Temelji 
na specifični vezavi protitelesa na antigen v tkivu. S tem pokaže prisotnost in lokalizacijo 
specifičnega antigena v celici ali tkivu. Je standardizirana, uporabljena v vsakodnevni klinični 
praksi. Prednost imunohistokemičnega barvanja je tudi to, da ga je, ko je potrebno, mogoče 
naknadno opraviti na arhiviranih, v parafin vklopljenih vzorcih tumorja, več desetletij po 
primarno opravljeni patohistološki preiskavi. V primerjavi z molekularnimi metodami 
omogoča IHK metoda analizo na majhnem vzorcu tumorskega tkiva ali le na posameznih 
celicah. Po drugi strani pa gre za metodo, pri kateri je zaznava določenega antigena, med drugim 
tudi izražanje proteina EGFR, odvisna od priprave in hranjenja tkivnega vzorca, standardizacije 
postopka, specifičnosti in senzitivnosti uporabljenih protiteles, ocena rezultatov pa je v veliki 
meri odvisna od izkušenosti izvajalca. Prav to ima za posledico variacije v rezultatu barvanja 
in interpretaciji rezultatov med posameznimi laboratoriji oz. posameznimi patologi, ki 
odčitavajo rezultate. Subjektivni vpliv odčitovalca lahko zmanjšamo z avtomatizacijo postopka 
[125]. 
Rezultat IHK reakcije ocenjuje patolog pod svetlobnim mikroskopom. Pri pregledu IHK 
preparatov patolog lahko določi delež pozitivnih celic, intenziteto reakcije in vzorec barvanja 
(membransko, citoplazemsko, jedrno), zato pri oceni reakcije lahko upoštevamo le delež 
pozitivnih celic, lahko pa se hkrati oceni intenziteta IHK reakcije in delež celic, v katerih je bila 
reakcija s to intenziteto prisotna – pri tem načinu oceno izrazimo s produktom obojega (npr. H 
score). Vzorec je nato ocenjen kot pozitiven ali negativen na osnovi sprejete meje pozitivnosti 
[126]. 
 
2.4.2.1 Imunohistokemično določanje mutacij EGFR 
Kljub temu, da določanje mutacij EGFR z molekularno genetskimi metodami, ki temeljijo na 
PCR, predstavlja zlati standard, omejitve in pomanjkljivosti omenjenih preiskovalnih metod v 
vsakodnevni klinični praksi onemogočajo zaznavo vseh klinično pomembnih mutacij EGFR 
(npr. vzorci z majhnim deležem tumorskega tkiva ali le posameznimi celicami; dekalcificirani 
kostni vzorci). 
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Yu s sodelavci je razvil specifični zajčji monoklonski protitelesi, eno usmerjeno proti 
najpogostejši deleciji v eksonu 19 (E746-A750del) in drugo proti točkovni mutaciji L858R v 
eksonu 21, in na ta način z IHK metodo omogočil določanje specifičnih mutiranih EGFR 
onkoproteinov [127]. Za mutacije EGFR specifični protitelesi prepoznata tridimenzionalno 
konformacijsko spremembo proteina kot posledico specifične mutacije, ki povzroči drugačno 
zaporedje aminokislin, vendar se ne vežeta na normalen protein EGFR. Prednost te metode je 
v tem, da omogoča določitev mutacij EGFR v zelo majhnih vzorcih tumorjev ali celo le 
tumorskih celic na enostavnejši, hitrejši, cenejši in dostopnejši način. Glavna pomanjkljivost 
IHK metode pri določanju mutacij EGFR pri NDRP je potreba po številnih protitelesih in 
zadostni količini tkiva za določitev različnih aktivirajočih mutacij EGFR. Yu s sodelavci je prvi 
poročal o visoki senzitivnosti 92 % in še višji specifičnosti 99 % specifičnih protiteles za 
pogosti mutaciji [127]. Na podlagi teh rezultatov je zaključil, da bi lahko z začetnim IHK 
testiranjem zaznali okrog 90 % bolnikov z NDRP, primernih za zdravljenje z EGFR TKI. Temu 
so sledile številne raziskave, ki so poskušale validirati senzitivnost in specifičnost omenjenih 
dveh specifičnih protiteles za pogosti mutaciji v različnih tumorskih vzorcih bolnikov z NDRP, 
z uporabo različnih točkovnih sistemov in mejo pozitivnosti, ki pa tako visoke zanesljivosti 
niso uspele potrditi. Poročali so o zelo različnih senzitivnostih z razponom od 30 % do 100 %, 
medtem ko je specifičnost v povprečju znašala okrog 90 % [111, 128-151]. Zanesljivost za 
določitev mutacij s specifičnimi protitelesi je bila neodvisna od vrste tumorskega vzorca 
(kirurški resektat, male biopsije ali samo citološki vzorci) [134, 152, 153]. Na podlagi teh 
podatkov do danes IHK ni nadomestila standardnih molekularno genetskih preiskav, ki 
temeljijo na direktnem sekveniranju in PCR. Kljub vsemu pa opazovanja Houang in sod. [136], 
Hasanovica in sod. [134] ter Ragazzi in sod. [146] nakazujejo, da bi ta metoda lahko 
predstavljala dopolnilno metodo neposrednemu sekveniranju, predvsem v primerih s pičlim 
vzorcem tumorskega tkiva in pri tistih, ki zahtevajo zelo hiter pričetek zdravljenja.  
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3 NAMEN, HIPOTEZE IN SPECIFIČNI CILJI 
3.1 NAMEN 
Namen raziskave je bil preučiti zanesljivost imunohistokemične (IHK) metode za določanje 
najpogostejših aktivirajočih mutacij EGFR v primerjavi s standardno molekularno genetsko 
PCR metodo ter napovedno vrednost IHK EGFR pozitivnih mutacij na izhode zdravljenja z 
EGFR TKI. Dodatno smo na podlagi dobljenih rezultatov želeli preučiti še stroškovno 
učinkovitost IHK testiranja mutacij EGFR napram testiranju s PCR . 
 
3.2 DELOVNE HIPOTEZE IN SPECIFIČNI CILJI 
Z raziskovalnim delom smo želeli potrditi ali ovreči naslednji hipotezi: 
Hipoteza 1: 
Imunohistokemična metoda določanja mutacij EGFR z uporabo za mutacije specifičnih 
protiteles bi lahko predstavljala metodo presejanja pri določanju mutacij EGFR pri bolnikih z 
NDRP.  
Cilj: 
Preučiti specifičnost in senzitivnost IHK metode določanja mutacij EGFR v primerjavi s 
standardno metodo PCR. 
Hipoteza 2: 
Bolniki s pozitivnimi mutacijami EGFR določenimi z IHK metodo in zdravljeni z EGFR TKI 
imajo primerljiva celokupna preživetja kot bolniki z mutacijami EGFR določeni s standardno 
metodo PCR. 
Cilj: 
Preučiti celokupno preživetje bolnikov glede na IHK določene aktivirajoče mutacije EGFR v 
primerjavi s PCR določenimi aktivirajočimi mutacijami EGFR. 
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4 MATERIALI IN METODE 
4.1 IZBOR BOLNIKOV IN TKIVA 
V raziskavo smo vključili 79 zaporednih bolnikov s histološko potrjeno diagnozo NDRP, pri 
katerih so bile v obdobju od oktobra 2009 do decembra 2011 na Kliniki Golnik v tkivu 
primarnega tumorja oziroma oddaljenih zasevkov po standardni metodi PCR potrjene pogoste 
aktivirajoče mutacije EGFR, in sicer delecija v eksonu 19 in točkovna mutacija L858R v eksonu 
21. Vsi tumorski vzorci so bili testirani po principu refleksnega testiranja s komercialno 
dostopnim kitom (Therascreen EGFR PCR Kit; Qiagen, Manchester, Velika Britanija), ki 
temelji na standardni metodi PCR in je bil v tistem obdobju veljaven diagnostični postopek za 
določanje mutacij EGFR v tej ustanovi. Vzorci tumorskega tkiva so bili pri bolnikih pridobljeni 
predhodno, v okviru njihove primarne diagnostične obravnave in neodvisno od potreb naše 
raziskave.  
Izbor 79 bolnikov, vključenih v raziskavo, je temeljil na ponovnem pregledu arhiviranih tkivnih 
vzorcev iz primarnega tumorja ali zasevka, fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin (ang. 
formalin fixed parafin embeded, FFPE). Ponovno smo mikroskopsko pregledali 120 tkivnih 
vzorcev bodisi primarnega tumorja bodisi zasevka, pri katerih so bile s PCR potrjene mutacije 
EGFR v zgoraj omenjenem dveletnem obdobju. Pri 10 tkivnih vzorcih v parafinskem bloku ni 
bilo več ostanka tumorskega tkiva, na katerem bi lahko opravili IHK testiranje, zato smo te 
vzorce izključili iz nadaljnje analize. Dodatno smo izključili 31 bolnikov, pri katerih smo v 
tkivnem vzorcu potrdili prisotnost redkih mutacij EGFR. V nadaljnjo analizo smo tako vključili 
79 tkivnih vzorcev s prisotnimi pogostimi mutacijami EGFR.  
Za primerjalno skupino, ki je predstavljala negativne kontrole, smo izbrali 30 bolnikov z NDRP, 
pri katerih v obdobju od oktobra 2009 do decembra 2011 na Kliniki Golnik po standardni 
metodi PCR nismo dokazali aktivirajočih mutacij EGFR. Ti bolniki so bili uravnoteženi z 
bolniki s prisotnimi aktivirajočimi mutacijami EGFR po starosti, spolu, patomorfološkem tipu 
tumorja in stadiju bolezni. Tudi te vzorce tumorjev, v formalinu fiksirane in vklopljene v 
parafin, smo ponovno pregledali pod mikroskopom. Pri enem primeru v parafinskem bloku ni 
bilo ostankov tumorskega tkiva, zato smo v primerjalno skupino lahko vključili 29 vzorcev tkiv 
NDRP brez aktivirajočih mutacij EGFR.  
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4.2 ZDRAVLJENJE IN SLEDENJE BOLNIKOV 
Vsi bolniki so prejeli standardno zdravljenje po takrat veljavnih smernicah za zdravljenje in 
sledenje bolnikov z napredovalim pljučnim rakom na eni izmed treh inštitucij v Sloveniji, 
Kliniki Golnik, Onkološkem inštitutu Ljubljana ali Univerzitetnem kliničnem centru Maribor. 
 
4.3 ZBIRANJE PODATKOV 
Podatki o kliničnih značilnostih bolnikov, patomorfoloških značilnostih tumorjev in o 
zdravljenju bolnikov so bili pridobljeni iz obstoječe zdravstvene dokumentacije. Podatki o smrti 
bolnikov so bili pridobljeni iz Registra raka Republike Slovenije. Vsi bolniki z razsejano 
boleznijo so bili zdravljeni z EGFR TKI, erlotinibom ali gefitinibom, v prvem redu ali v drugem 
redu, po predhodnem zdravljenju s standardno kemoterapijo, ki je vsebovala derivate platine. 
Za oceno progresa bolezni smo uporabili kriterije RECIST 1.1 [154]. 
Raziskava je bila odobrena s strani Komisije za medicinsko etiko Republike Slovenije (št. 
odobritve 40/04/12 in 45/02/13); prav tako je bil za vsakega bolnika pridobljen informiran 
pristanek za pridobitev tkiva in zbiranje kliničnih podatkov. 
 
4.4 DOLOČITEV STATUSA EGFR S PCR  
Primarno smo aktivirajoče mutacije EGFR mutacije določili v obdobju 2009 – 2011. Iz vzorcev 
tumorskega tkiva, fiksiranega v formalinu in vklopljenega v parafin, smo izolirali DNK (Qiagen 
kit), nato smo DNK redčili po navodilih proizvajalca. Pripravili smo reakcijsko mešanico 
(Therascreen EGFR 28 Mutation Kit Quiagen), v katero smo dali tumorski vzorec. Za določitev 
smo uporabili aparat ABI7500 fast (Applied Biosystems), ter odčitali rezultate v skladu z 
navodili proizvajalca. 
Therascreen EGFR PCR Kit je zasnovan tako, da lahko zazna 29 vnaprej določenih mutacij 
EGFR, med njimi tudi najpogostejše aktivirajoče delecije v eksonu 19 in mutacijo L858R. Med 
delecijami v eksonu 19 lahko zazna 19 delecij različnih baznih parov, vendar jih med seboj ne 
more ločiti.  
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4.5 DOLOČITEV STATUSA EGFR Z IHK  
Za IHK analizo tumorskih vzorcev, smo iz parafinskih blokov odrezali 4 μm debeli rezini in ju 
položili na ločeni silinizirani stekelci. Rezini smo nato inkubirali s specifičnimi zajčjimi 
monoklonskimi protitelesi proti najpogostejšima mutacijama EGFR: najpogostejši deleciji v 
eksonu 19 (t.j. 15bp-del delE746-A750) in mutaciji L858R v eksonu 21. Uporabili smo 
protitelesa proizvajalca Ventana Medical Systems (klon AntiEGFR E746-750del (SP111) proti 
deleciji v eksonu 19, klon AntiEGFR L858R (SP125) proti mutaciji L858R v eksonu 21). 
Imunohistokemično metodo smo izvedli po navodilih proizvajalca na avtomatskem barvalniku 
(Benchmark XT; Ventana Medical Systems). Rezine, ki smo jih nanesli na silinizirana stekelca, 
smo najprej posušili v pečici pri 50 – 54 °C 15 ur, nakar smo sledili navodilom proizvajalca za 
Ventana Benchmark XT System in navodilom za postopek barvanja s protitelesi. V postopku 
predobdelave (postopek razkrivanja antigenov) smo uporabili raztopino za kondicioniranje 1 
(CC1) v trajanju 64 minut za obe specifični protitelesi. Protitelesa, ki smo jih uporabili, so bila 
že od proizvajalca pripravljena za uporabo (koncentracija protitelesa je bila 3,8 µg/ml za SP125 
in 135 µg/ml za SP111). IHK reakcijo smo semikvantitativno ovrednotili pod svetlobnim 
mikroskopom (Nikon). Pri ovrednotenju IHK reakcije smo sledili že prej uporabljenim 
kriterijem [111]: 0; ni obarvanja ali le bledo obarvanje v <10 % tumorskih celic; 1+, bledo 
obarvanje citoplazme v ≥10 % tumorskih celic; 2+, zmerno in nepopolno obarvanje membrane 
v ≥10 % tumorskih celic; 3+, močno membransko obarvanje v ≥10 % tumorskih celic. IHK 
analizo sva izvedla dva preiskovalca ločeno (I.K, N.T.H.), neodvisno od prejšnjih rezultatov in 
zaslepljena za klinične lastnosti bolnikov. Vzorce, pri katerih so se rezultati dveh ocenjevalcev 
razhajali, smo diskusijsko pogledali pod večglavim mikroskopom in je bila določena končna 
ocena, ki je bila skupno dogovorjena. Za pozitivno IHK reakcijo smo vzeli vzorce, pri katerih 
smo zaznali katerokoli intenziteto v vsaj 10 % tumorskih celic (»score« 1+ ali več). 
 
4.6 ODLOČITVENI MODEL STROŠKOVNE UČINKOVITOSTI 
Za oceno stroškovne učinkovitosti in morebitno vzporedno uporabo obeh metod, PCR in IHK, 
smo uporabili odločitvena drevesa. Odločitveno drevo je orodje, s pomočjo katerega lahko 
vizualiziramo in modeliramo različne možnosti odločitev in njihove potencialne izide, vključno 
z negotovimi izidi, določenimi z neko verjetnostjo. V našem primeru so bili dejavniki, ki 
vplivajo na verjetnost (ki na koncu vpliva na sprejetje odločitve) bodisi (1) ocenjeni na podlagi 
rezultatov v tej raziskavi, bodisi (2) pridobljeni iz obstoječe literature. Namesto upoštevanja 
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absolutnih stroškov obeh metod (npr. kot bi jih ocenili v naši ustanovi) smo se odločili za 
oblikovanje razmerja stroškov obeh metod. Na ta način je analiza stroškov neodvisna, tako od 
ustanove, kot tudi od države. 
 
4.7 STATISTIČNA ANALIZA 
Za izračun senzitivnosti, specifičnosti, pozitivne napovedne vrednosti (PNV) in negativne 
napovedne vrednosti (NNV) imunohistokemično določenega statusa mutacij EGFR v 
primerjavi s PCR določenim statusom EGFR smo uporabili metodo po Wilsonu [155]. 
Senzitivnost IHK metode smo izračunali kot razmerje med IHK pozitivnimi vzorci in PCR 
pozitivnimi vzorci.  
Specifičnost IHK metode smo izračunali kot razmerje med IHK negativnimi vzorci ter resnično 
EGFR negativnimi vzorci (to je PCR EGFR negativnimi vzorci). 
Za delecijo v eksonu 19 smo IHK pozitivne primerjali s PCR pozitivnimi vzorci (slednji 
predstavljajo resnične EGFR delecije 19 pozitivne vzorce) ter z EGFR mutacije negativnimi 
vzorci in PCR L858R pozitivnimi vzorci (ti predstavljajo resnično negativne vzorce za delecijo 
19). Podobno smo za mutacijo L858R v eksonu 21 IHK pozitivne vzorce primerjali s PCR 
pozitivnimi vzorci za mutacijo L858R (resnično pozitivni vzorci za L858R) ter z EGFR 
mutacije negativnimi in delecijo 19 pozitivnimi vzorci (slednji predstavljajo za L858R resnično 
negativne vzorce). 
Čas do napredovanja bolezni (PFS, ang. progression free survival) smo izračunali od datuma 
začetka zdravljenja z EGFR TKI do datuma napredovanja bolezni, smrti ali datuma, ko se je 
izgubila sled ob času analize (slednji so predstavljali krnjene podatke). Dogodek je 
predstavljalo napredovanje bolezni ali smrt bolnika, cenzurirani pa so bili tisti, ki ob času 
analize še niso imeli napredovanja bolezni oz. se je za njimi izgubila sled. 
Celokupno preživetje (OS, ang. overall survival) smo izračunali od datuma postavitve diagnoze 
razsejane rakave bolezni (bodisi radiološko in/ali patološko potrjen) do datuma smrti iz 
kateregakoli vzroka ali do datuma zadnje kontrole (krnjeni podatki). Dogodek je predstavljala 
smrt iz kateregakoli vzroka, cenzurirani pa so bili tisti, ki še niso umrli ali se je za njimi izgubila 
sled ob času analize podatkov. 
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Čas do napredovanja bolezni in celokupna preživetja smo prikazali po Kaplan-Meierjevi 
metodi, ločeno za bolnike z aktivirajočimi mutacijami EGFR po obeh metodah, IHK in PCR. 
Razlike v preživetju glede na obe metodi smo ovrednotili z logrank testom. Za analizo podatkov 
smo uporabili statistični program SPSS, različica 20 (IBM SPSS Statistics, New York, NY). 
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5 REZULTATI 
5.1 KLINIČNE ZNAČILNOSTI BOLNIKOV 
V raziskavo je bilo skupno vključenih 108 bolnikov, 79 EGFR mutiranih bolnikov ter 29 
bolnikov brez mutacij EGFR, ki so predstavljali primerjalno skupino negativnih kontrol (Slika 
4). Značilnosti bolnikov, vključenih v raziskavo, so povzete v Tabeli 3. Srednja starost bolnikov 
z mutacijami EGFR ob postavitvi diagnoze je bila 67 let (razpon 37-89 let), srednja starost 
bolnikov brez mutacij EGFR, ki so predstavljali kontrolno skupino, je bila 66 let (razpon 44-87 
let). Večina bolnikov je bila ženskega spola, tako v skupini EGFR mutiranih bolnikov 54/79 
(68,4 %), kot v skupini negativnih kontrol 19/29 (65,5 %). Velika večina bolnikov je imela 
postavljeno patohistološko diagnozo adenokarcinom (97,5 % mutirani; 93,1 % nemutirani), 
ostali bolniki pa nedrobnocelični karcinom, brez dodatnih oznak. Na podlagi testiranja s PCR 
metodo so bile pri 37- od 110-ih (33,6 %) tkivnih vzorcih potrjene delecije v eksonu 19, pri 42- 
od 110-ih (38,2 %) pa točkovna mutacija v eksonu 21 L858R. Pri ostalih 31 (28,2 %) tkivnih 
vzorcih so bile potrjene druge, redke mutacije EGFR, ki smo jih izključili iz nadaljnje analize. 
Pri 29 bolnikih, ki so predstavljali negativne kontrole, aktivirajočih mutacij EGFR z metodo 
PCR nismo potrdili. 
Devetinštirideset od 60 bolnikov (81,7 %) z razsejanim EGFR pozitivnim rakom pljuč je prejelo 
EGFR TKI kot prvi red sistemskega zdravljenja, ostali pa v drugem redu, po predhodnem 
zdravljenju s kemoterapevtskimi dvojčki, ki so vsebovali derivate platine.  
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Slika 4: Prikaz izbora bolnikov in vzorcev tkiva 
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Tabela 3: Klinično-patološke značilnosti bolnikov  
 
 
EGFR mutacije pozitivni EGFR mutacije negativni 
(negativne kontrole z 
ujemanjem*) 
 Vsi Zdravljeni z 
EGFR TKI 
 
 N = 79 N = 60 N = 29 
Starost – leta    
Srednja starost 66,9 66,1 65,8 
Razpon 36,8 – 88,6 36,8 - 86,1 43,7 – 87,1 
Spol - n (%)    
Ženski 54 (68,4) 38 (63,3) 19 (65,5) 
Moški 25 (31,6) 22 (36,7) 10 (34,5) 
TNM stadij – n (%)∆    
Ia – IIIa 27 (34,2) 13 (21,7)∆ 7 (24,1) 
IIIb – IV 50 (63,3) 46 (76,7) 22 (75,9) 
Neznan 2 (2,5) 1 (1,7) 0 
Histološki podtip - n (%) 
Adenokarcinom 77 (97,5) 59 (98,3) 27 (93,1) 
NDRP NOS 2 (2,5) 1 (1,7) 2 (6,9) 
EGFR PCR - n (%)    
Delecije v exonu 19  37 (46,8) 31 (51,7) 0 
L858R 42 (53,2) 29 (48,3) 0 
EGFR mutacije 
negativni 
0 0 29 (100) 
Zdravljenje z EGFR TKI 
1. linija - 49 (81,7) - 
2. linija - 11 (18,3) - 
 
∆ TNM stadij v času postavitve diagnoze (bolniki s stadijem Ia-IIIa ob diagnozi in zdravljeni z EGFR TKI , ko so 
razvili metastatsko bolezen) 
* Bolniki se ujemajo z začetno skupino 120 EGFR pozitivnih bolnikov po starosti, spolu, histološkem podtipu in 
stadiju bolezni. 
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5.2 SENZITIVNOST IN SPECIFIČNOST IMUNOHISTOKEMIČNE METODE 
DOLOČANJA MUTACIJ EGFR 
Rezultati o senzitivnosti, specifičnosti, NNP in PNV imunohistokemično določenega statusa 
EGFR so povzeti v Tabeli 4. 
Pri delecijah v eksonu 19 smo pozitivno IHC reakcijo barvanja opazili pri 25/37 tkivnih 
vzorcev, ki so imeli po PCR metodi prisotno delecijo v eksonu 19 (Slika 5) in pri nobenem 
vzorcu, pri katerem s PCR metodo ni bilo dokazane mutacije EGFR bodisi je bila prisotna 
točkovna mutacija L858R. Senzitivnost IHK metode določanja delecij v eksonu 19 znaša 67,7 
% (95 % interval zaupanja (CI) 50,1-81,4), specifičnost 100 % (95 % CI 93,6-100), PNV 100 
% (95 % CI 83,4-100) in NNV 85,5 % (95 % CI 75,7-91,9). 
Pri točkovni mutaciji L858R v eksonu 21 smo pozitivno IHK reakcijo barvanja opazili pri vseh 
42 tkivnih vzorcih, pri katerih je bila s PCR metodo dokazana mutacija L858R (Slika 6). Hkrati 
pa IHK reakcije nismo opazili pri nobenem izmed vzorcev, pri katerih so bile s PCR metodo 
dokazane bodisi delecije v eksonu 19 bodisi je bil EGFR negativen. Tako znaša senzitivnost 
IHK metode določanja mutacije L858R v eksonu 21 100 % (95 % CI 89,6-100), specifičnost 
100 % (95 % CI 93,1-100), PNV 100 % (95 % CI 89,6-100) in NNV 100 % (95 % CI 93,1-
100). 
Upoštevaje obe pogosti mutaciji, delecijo v eksonu 19 in točkovno mutacijo L858R v eksonu 
21, so bile celokupna senzitivnost za IHK metodo v primerjavi s standardno PCR metodo 84,8 
% (95 % CI 74,6-91,6), celokupna specifičnost 100 % (95 % CI 85,4-100), PNV 100 % (95 % 
CI 93,2-100) in NPV 70,7 % (95 % CI 54,3-83,4). 
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Slika 5: Vzorec EGFR pozitivnega NDRP s pozitivnim IHK obarvanjem za delecijo v eksonu 
19  
 
 
Slika 6: Vzorec EGFR pozitivnega NDRP s pozitivnim IHK obarvanjem za mutacijo L858R 
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Tabela 4: Senzitivnost, specifičnost, pozitivna in negativna napovedna vrednost IHK 
določenega statusa mutacij EGFR 
 
IHK status mutacij EGFR   
  
Delecije v 
eksonu 19 
pozitivni 
L858R 
pozitivni 
Negativni Skupaj 
PCR status mutacij EGFR     
    Delecije v eksonu 19  
pozitivni 
25 0 12 37 
    L858R pozitivni 0 42 0 42 
    Negativni 0 0 29 29 
    Skupaj 25 42 41 108 
  Delež, %   95 % CI 
 
Senzitivnost     
    Delecije v exonu 19 67,6 
 
50,1 – 81,4 
 
    L858R 100 
 
89,6 - 100 
 
    Skupaj 84,8 
 
74,6 – 91,6 
 
Specifičnost     
    Delecije v eksonu 19 100 
 
93,6 - 100 
 
    L858R 100 
 
93,1 - 100 
 
    Skupaj 100 
 
85,4 - 100 
 
Pozitivna napovedna 
vrednost  
 
 
 
    Delecije v eksonu 19 100 
 
83,4 - 100 
 
    L858R 100 
 
89,6 - 100 
 
    Skupaj 100 
 
93,2 - 100 
 
Negativna napovedna 
vrednost  
 
 
 
    Delecije v eksonu 19 85,5 
 
75,7 – 91,9 
 
    L858R 100 
 
95,3 - 100 
 
    Skupaj 70,7   54,3 – 83,4 
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5.3 POVEZAVA MED IMUNOHISTOKEMIČNO DOLOČENIM STATUSOM EGFR IN 
IZHODI ZDRAVLJENJA Z EGFR TKI 
Zdravljenje z EGFR TKI za razsejano bolezen je prejelo 60 PCR EGFR pozitivnih bolnikov. 
Pri 49 bolnikih (49/60; 81,7 %) smo prisotnost mutacij EGFR potrdili tudi z IHK metodo. Vsi 
bolniki, pri katerih z IHK metodo mutacij EGFR nismo potrdili (11/60; 18,3 %), so imeli 
prisotno delecijo v eksonu 19. V času analize podatkov je bil srednji čas opazovanja za vseh 60 
bolnikov 27,3 mesece. 
Srednji PFS za 49 bolnikov z IHK pozitivnimi EGFR mutacijami je bil 14,3 mesece (95 % CI 
12,0-16,5) in je bil visoko primerljiv s srednjim PFS pri bolnikih s samo po PCR metodi 
določenimi pozitivnimi EGFR mutacijami, 14,0 mesecev (95 % CI 12,3-15,8). Zelo podobne 
rezultate smo opazili pri OS, kjer je srednji OS za obe skupini bolnikov, z IHK pozitivnimi kot 
tudi s PCR pozitivnimi EGFR mutacijami, znašalo 34,4 mesecev (95 % CI 25,9-42,9 in 25,5-
43,3) (Slika 7 in Slika 8).  
 
Slika 7: Čas brez napredovanja bolezni pri bolnikih s po IHK metodi pozitivnimi mutacijami 
EGFR (n = 49) v primerjavi s celotno kohorto bolnikov s po PCR metodi pozitivnimi mutacijami 
EGFR (n = 60) 
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Slika 8: Celokupno preživetje bolnikov s po IHK metodi pozitivnimi mutacijami EGFR (n = 49) 
v primerjavi s celotno kohorto bolnikov s po PCR metodi pozitivnimi mutacijami EGFR (n = 
60) 
 
 
5.4 ODLOČITVENI MODEL STROŠKOVNE UČINKOVITOSTI 
Po trenutno veljavnih priporočilih za določanje aktivirajočih mutacij EGFR pri bolnikih z 
razsejanim neploščatoceličnim NDRP se priporoča testiranje tumorskih vzorcev z molekularno 
metodo, ki temelji na PCR. Na podlagi pozitivnega rezultata se nato priporoča pričetek 
zdravljenja z EGFR TKI. V naši raziskavi smo se na podlagi dobljenih rezultatov o zelo visoki 
specifičnosti IHK metode odločili proučiti naslednjo možnost: predlagamo, da se tumorske 
vzorce najprej testira z IHK metodo z namenom detekcije aktivirajočih mutacij EGFR, saj je 
IHK metoda cenejša, dostopnejša, njena izvedba relativno enostavna in da hitre rezultate. Če je 
rezultat predhodnega IHK testiranja pozitiven, se lahko odločimo za uvedbo EGFR TKI in na 
ta način bolniku omogočimo hiter pričetek tarčnega zdravljenja. Ves čas predpostavljamo, da 
je specifičnost IHK metode okrog 100%. V primeru negativnega rezultata IHK testiranja, pa je 
zaradi slabše senzitivnosti potrebno ponoviti testiranje s PCR metodo, da ne bi izgubili 
morebitnih EGFR pozitivnih primerov. 
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Slika 9: Odločitveno drevo za določanje pogojev, pod katerimi bi bilo določanje mutacij EGFR 
z IHK metodo ekonomsko upravičeno 
 
Slika 9 prikazuje odločitveno drevo, iz katerega je razviden odločitveni proces za določanje 
pogojev, pod katerimi bi bilo določanje mutacij EGFR z IHK metodo ekonomsko upravičeno. 
Obstajajo tri različne poti skozi drevo, ki izhajajo iz korenskega vozlišča na skrajni levi, se 
vejijo do končnih vozlišč na skrajni desni in odražajo tri različne situacije. Kvadratna vozlišča 
predstavljajo našo odločitev, ki jo lahko sprejmemo in vsaka povezava je posledica različne 
odločitve (npr. najprej IHK ali takoj PCR). Okrogla vozlišča predstavljajo verjetnostna 
vozlišča, na katera nimamo vpliva, različni izhodi so uteženi z (različnimi) verjetnostmi (npr. 
rezultat testa je pozitiven ali negativen). Trikotna vozlišča predstavljajo končen izhod dane poti 
(v našem primeru strošek poti). Spodnja pot, ki se veji v korenu vozlišča, predstavlja situacijo, 
kjer bolnika testiramo samo s PCR metodo in posledično stroški zajemajo samo ceno PCR. 
Drugi dve možnosti vključujeta najprej testiranje z IHK metodo in nadalje, odvisno od rezultata 
le-tega, bodisi ponovno testiranje s PCR (pri IHK negativnih primerih; predstavljeno na zgornji 
poti), bodisi takojšnje tarčno zdravljenje z EGFR TKI (IHK pozitivni primeri; ponazarja srednja 
pot). Cena zgornje poti zajema tako ceno IHK kot ceno PCR metode, medtem ko srednja pot 
predstavlja samo ceno IHK.  
Če predpostavljamo, da je cena IHK analize nižja kot za PCR, je edina pot, kjer prihranimo 
denar, srednja pot (IHK pozitivni primeri). Le-ta pa se nekako prepleta z zgornjo, najdražjo 
potjo, kjer je potrebno testiranje po obeh metodah. Ključ do analize predstavlja ocena 
verjetnosti, da bo posameznik EGFR pozitiven z IHK metodo; to verjetnost, kot tudi njen 
ekvivalent, ko je bolnik IHK negativen, so ponazorjene na posamezni poti. Ta ključna verjetnost 
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je odvisna od treh dejavnikov: (1) deleža bolnikov, ki so EGFR pozitivni v določeni populaciji; 
(2) deleža bolnikov, ki so resnično EGFR pozitivni in jih IHK lahko zazna, kar vključuje 
ustrezna protitelesa za specifične mutacije EGFR; in (3) specifičnosti IHK metode. 
Končni parameter je razmerje cen obeh metod, PCR in IHK. Če vemo, kolikokrat je IHK analiza 
cenejša v primerjavi s PCR analizo, lahko izračunamo, katera možnost je ekonomsko bolj 
učinkovita. Ker pa se ta razmerja razlikujejo od države do države, celo od institucije do 
institucije, smo se v naši analizi odločili, da preučimo različna razmerja in hkrati tudi 
spremenimo deleže resnično EGFR pozitivnih v populaciji, saj vemo, da le ti med posameznimi 
populacijami močno variirajo. Za prvi del analize smo predpostavili, da sta senzitivnost in 
specifičnost IHK metode 84,8 % in 100 %, kot se je izkazalo v naši raziskavi. Rezultati so 
predstavljeni na Sliki 10. Iz te slike lahko razberemo, da mora razmerje cen za belo populacijo, 
v kateri je verjetnost EGFR pozitivnih bolnikov okrog 15 %, med IHK in PCR znašati 8 proti 
1 (IHK 8x cenejša od PCR), da bi bilo testiranje z IHK metodo ekonomsko učinkovito oziroma 
opravičeno. Pri azijski populaciji, kjer je pričakovan delež EGFR pozitivnih okrog 40 %, pa 
lahko to razmerje pade celo do med  4 proti 1 oziroma 3 proti 1. Pri slednjih to pomeni, da če 
je IHK testiranje 3-4 krat cenejše od PCR testiranja, je predhodno testiranje z IHK že 
ekonomsko upravičeno. 
Na sliki 11 so prikazani rezultati v primeru spremenljive senzitivnosti IHK testiranja od 50 % 
do 99 %. Za to analizo smo predpostavili, da verjetnost EGFR mutiranih v beli populaciji znaša 
15 %, specifičnost IHK metode pa 100 %. Iz grafa je razvidno, da ob senzitivnosti 80 % - 85 
%, nadaljnji porast le-te nima več bistvenega vpliva na znižanje razmerja cen med IHK in PCR 
metodo.  
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Slika 10: Razmerje cen med IHK metodo in PCR metodo v odvisnosti od deleža mutacij EGFR 
v določeni populaciji 
 
 
Slika 11: Razmerje cen med IHK metodo in PCR metodo v povezavi s senzitivnostjo IHK 
metode, upoštevaje delež mutacij EGFR v beli populaciji 
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6 RAZPRAVA 
Odkritje aktivirajočih mutacij v genu EGFR v letu 2004 ter razvoj proti EGFR usmerjenih 
zaviralcev tirozin kinaz, je postavilo prvi pomemben mejnik v izboljšanju sistemskega 
zdravljenja bolnikov z napredovalim NDRP. V klinični praksi je to pomenilo podvojitev deleža 
bolnikov z odgovorom na zdravljenje z EGFR TKI, značilno podaljšanje časa do napredovanja 
bolezni in impresivno podaljšanje srednjega celokupnega preživetja na okoli 3 leta v primerjavi 
z bolniki zdravljenimi s kemoterapijo na osnovi derivatov platine. Posledično je določanje 
EGFR statusa mutacij in zdravljenje z EGFR TKI v prvi liniji zdravljenja postalo standard za 
vse bolnike z razsejanim neploščatoceličnim NDRP. Doslej validirane metode določanja 
mutacij EGFR temeljijo na PCR in predstavljajo zlati standard.  Kljub visoki senzitivnosti teh 
metod, je sam postopek relativno dolgotrajen, zahteva velike tumorske vzorce, je tehnično 
zahteven, zahteva visoko usposobljen kader in drago opremo. Kot alternativna možnost 
določanja mutacij EGFR se je že proučevala imunohistokemična metoda z uporabo za mutacije 
specifičnih protiteles, vendar zaradi slabše zanesljivosti, predvsem na račun nizke senzitivnosti, 
doslej ni mogla nadomestiti standardnih molekularno gentskih metod. 
V naši raziskavi smo primarno preverili zanesljivost IHK metode določanja mutacij EGFR na 
slovenski populaciji ter vpliv IHK določenih mutacij EGFR na izhod zdravljenja z EGFR TKI. 
Na osnovi rezultatov primarne raziskave smo razvili model stroškovne učinkovitosti, s katerim 
smo želeli preveriti, v katerih primerih bi bilo določanje EGFR mutacij z IHK metodo pred 
PCR stroškovno učinkovito. 
 
6.1 ZANESLJIVOST METODE IHK DOLOČANJA MUTACIJ EGFR  
V naši raziskavi smo ugotovili dobro korelacijo med IHK metodo in PCR metodo določanja 
statusa EGFR, saj sta celokupna senzitivnost in specifičnost IHK metode znašali 84,8 % in 100 
% pri kohorti belih bolnikov z NDRP. Za točkovno mutacijo L858R v eksonu 21 smo opazili 
zelo visoko senzitivnost in specifičnost IHK metode, obe sta znašali 100 %, medtem ko smo za 
delecije v eksonu 19 opazili relativno nizko senzitivnost 67,6 % in visoko specifičnost 100 %. 
Naše ugotovitve so povsem skladne z ugotovitvami številnih raziskovalcev, ki so preučevali 
natančnost IHK določanja mutacij EGFR v primerjavi s standardnimi, na PCR metodi 
temelječimi testi. Vsi so enotno ugotavljali zelo visoko specifičnost za vnaprej določeni pogosti 
mutaciji EGFR, od 77 % do 100 %, pri čemer je večina raziskav poročala o skoraj 100 % 
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specifičnosti. Nasprotno, senzitivnost IHK metode v objavljeni literaturi močno variira, od 30 
% do 100 % [111, 127-150, 156]. Kot poglavitni razlog za nižjo senzitivnost IHK metode 
praktično vsi raziskovalci navajajo omejitev komercialno dostopnega specifičnega protitelesa, 
ki je usmerjeno v detekcijo samo ene delecije v eksonu 19, to je 15bp-del E746-A750. To 
ugotovitev podpirajo podatki iz določenih raziskav, kjer so ugotovili, da se je senzitivnost IHK 
metode močno povečala v primerih z delecijo 15bp-del19, ki so bili vnaprej izbrani z metodo 
neposrednega sekveniranja (razpon 71 – 100 %) [111, 127-148, 150, 151, 156, 157]. V naši 
raziskavi neposrednega sekveniranja nismo izvedli, zato dejanskega deleža 15bp-del, 
določenega s PCR metodo, ni bilo mogoče določiti. Komercialno dostopen test Therascreen 
EGFR PCR Kit, ki smo ga uporabili v naši raziskavi, poleg najpogostejše delecije 15bp-del 
zazna še 18 različnih delecij v eksonu 19, vendar med njimi ne razlikuje. Kljub temu lahko iz 
67 % senzitivnosti IHK metode v naši raziskavi sklepamo, da delež 15bp-del dobro sovpada z 
okrog 70 % deležem 15bp-del v eksonu 19, objavljenem v literaturi [111, 112]. Prepričani smo, 
da bi glavno pomanjkljivost IHK metode v veliki meri izboljšala uporaba mešanice protiteles, 
ki bi zaznala tudi druge mutacije, ne samo 15bp-del, v eksonu 19. 
Podatki o učinkovitosti in varnosti EGFR TKI pri bolnikih z EGFR mutiranim NDRP v 
primerjavi s kemoterapijo na osnovi derivatov platine se nanašajo v veliki meri na bolnike s 
pogostimi mutacijami EGFR, to je delecijami v eksonu 19 in mutacijo L858R. V zadnjih letih 
pa je na voljo čedalje več kliničnih podatkov o učinkovitosti EGFR TKI tudi pri bolnikih z 
nekaterimi redkimi aktivirajočimi mutacijami, kot npr. mutacijo G719X v eksonu 18 [120, 158]. 
Slednja opažanja dodatno podpirajo priporočila o uporabi čim bolj senzitivnih metod, ki 
zaznajo tudi najbolj redke mutacije EGFR, med katere pa se IHK metoda določanja mutacij 
EGFR, upoštevaje predhodno navedene omejitve, ne uvršča [51]. Poleg tega pa dostopnost 
učinkovitih tarčnih zdravil usmerjenih proti najpogostejši rezistenčni mutaciji T790M vsekakor 
zahteva določanje teh mutacij pri bolnikih, zdravljenih z EGFR TKI in hkrati predstavlja 
pomembno pomanjkljivost IHK metode [159]. 
V manjši meri na spremenljivo senzitivnost IHK metode verjetno vplivajo tudi metodološke 
razlike v molekularni analizi mutacij EGFR, razlike v načinu fiksacije tumorskega tkiva, v 
izboru metode IHK barvanja, načinu predobdelave, razlike v izbiri tkivnega vzorca, na katerem 
bo opravljeno testiranje, zaradi heterogene distribucije EGFR mutiranih celic. Ob upoštevanju 
visoke stopnje specifičnosti trenutno dosegljivih specifičnih protiteles za IHK določanje 
pogostih mutacij EGFR pri bolnikih z NDRP, se lahko v primeru pozitivnega rezultata testiranja 
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izognemo PCR testiranju in na ta način bolniku omogočimo hitrejši pričetek tarčnega 
zdravljenja z EGFR TKI.  
Hiter razvoj molekularnih metod v zadnjih letih, t.i. sekveniranje naslednje generacije (ang. 
next generation sequencing, NGS), ki omogočajo analizo bodisi le enega gena bodisi več genov 
ali celo celega genoma in s tem določanje velikega števila molekularnih označevalcev hkrati, 
kot tudi odkrivanje novih molekularnih tarč, vodi v pomemben napredek v diagnosticiranju in 
obravnavi bolnikov z razsejanim rakom pljuč. Ob čedalje večji dostopnosti in prodiranju NGS 
v vsakdanjo klinično prakso, pa zaradi drugih omejitev vsi tumorski vzorci ne bodo primerni 
za tovrstno analizo (vzorci z majhnim deležem tumorskega tkiva). Dodatno bo hitro in široko 
implementacijo najverjetneje onemogočala še vedno precej visoka cena preiskave kot tudi čas 
do analize rezultatov, ki znaša nekaj dni do nekaj tednov [160]. Kljub podatkom o prisotnosti 
najrazličnejših molekularnih označevalcev, tako pogostih, za katere že imamo na voljo 
učinkovita tarčna zdravila, kot tudi tistih manj pogostih ali celo novih, za katere še ni dovolj 
kliničnih podatkov ali pa so zdravila še v preizkušanju, bo pred odločitvijo o najboljšem 
možnem zdravljenju potreben tehten premislek in multidisciplinarna obravnava vsakega 
bolnika posebej. Ne glede na številne prednosti NGS metode, bi se IHK še vedno lahko 
uporabljala kot pomožna metoda za detekcijo mutacij EGFR , kadar druge molekularne metode 
niso izvedljive, bodisi zaradi premajhne vsebnosti tumorja v tkivnih vzorcih, pri 
dekalcificiranih vzorcih kostnih zasevkov, bodisi ker le-te niso dostopne zaradi visoke cene 
[161]. Dodatno bi IHK določanje mutacij EGFR lahko imelo mesto pri bolnikih, pri katerih 
splošno stanje zahteva hiter pričetek tarčnega zdravljenja [159]. 
 
6.2 VPLIV IHK DOLOČENIH MUTACIJ EGFR NA IZHOD ZDRAVLJENJA Z EGFR 
TKI 
Z namenom, da bi dodatno preverili veljavnost naših rezultatov, ki so pokazali visoko ujemanje 
med rezultati določanja mutacij EGFR z IHK in s PCR metodo, smo primerjali izhode 
zdravljenja bolnikov z rakom pljuč s pozitivnimi mutacijami EGFR, ki so bili zdravljeni z 
EGFR TKI za razsejano bolezen. Pričakovano so naši rezultati pokazali, da se tako srednji čas 
do napredovanja bolezni kot tudi srednje celokupno preživetje bolnikov, ki so bili IHK pozitivni 
in zdravljeni z EGFR TKI za razsejano bolezen, povsem skladajo s srednjim časom do 
napredovanja bolezni in srednjim celokupnim preživetjem cele kohorte bolnikov s po PCR 
pozitivnimi mutacijami EGFR, zdravljene z EGFR TKI. Zato tudi krivulji preživetja kažeta 
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zelo visoko stopnjo prekrivanja (Slika 7 in 8). Večinoma gre namreč za iste bolnike, saj smo se 
v raziskavi namenoma omejili le na bolnike s pogostim mutacijami EGFR. Tiste z redkimi 
mutacijami EGFR, za katere vemo, da imajo nekoliko slabše preživetje, pa izključili iz IHK 
analize, kajti s specifičnimi protitelesi lahko zaznamo le pogoste mutacije. Po našem vedenju 
smo v naši raziskavi prvič doslej primerjali učinkovitost EGFR TKI pri bolnikih z razsejanim 
NDRP glede na PCR- in IHK-določen status EGFR. Pred tem je nekaj raziskav na relativno 
majhnih vzorcih primerjalo izhode zdravljenja v povezavi z intenziteto ekspresije IHK reakcije. 
Poročali so o podaljšanju PFS, ne pa tudi OS, pri bolnikih z visoko ekspresijo IHK reakcije v 
primerjavi s tistimi z nizko ekspresijo IHK reakcije za mutiran protein EGFR [130, 143, 151]. 
 
6.3 OMEJITVE IN PREDNOSTI NAŠE RAZISKAVE 
Največja prednost naše raziskave je homogena kohorta bolnikov z NDRP in pozitivnimi 
mutacijami EGFR. Vsi bolniki, vključeni v raziskavo, so imeli določen status mutacij EGFR na 
Kliniki Golnik in so bili izbrani zaporedno v dvoletnem obdobju. 
Pomanjkanje validiranega sistema ocenjevanja IHK reakcije in dogovora o meji pozitivnosti le-
te nedvomno predstavlja izvor pristranskosti. Žal so podobne omejitve prisotne tudi v vseh 
ostalih doslej objavljenih raziskavah, ki so proučevale zanesljivost IHK metode za določanje 
mutacij EGFR pri NDRP.  V naši raziskavi smo za mejo pozitivnosti IHK reakcije postavili 1+ 
ali več, kar pomeni, da smo za pozitivne smatrali tiste tumorske vzorce, pri katerih smo zaznali 
kakršnokoli intenziteto barvanja v vsaj 10 % tumorskih celic. Z dvigom meje pozitivnosti na 
2+ ali še višje bi nedvomno znižali našo senzitivnost IHK metode, ta pojav je moč razbrati tudi 
iz nekaterih drugih raziskav, ki so za mejo pozitivnosti določili strožje kriterije [111, 134, 138, 
157]. Če se ozremo na naše podatke o preživetju IHK EGFR pozitivnih bolnikov zdravljenih z 
EGFR TKI (ki v zelo visoki meri odražajo tiste z PCR EGFR pozitivnimi bolniki), lahko 
zaključimo, da 1+ predstavlja razumno mejo IHK pozitivnosti in bi jo bilo smiselno  uporabljati 
pri IHK določanju mutacij EGFR s specifičnimi protitelesi.  
Druge omejitve v naši raziskavi se nanašajo na omejitve same IHK metode v primerjavi z 
molekularnimi metodami. Med njimi je zagotovo najpomembnejša variacija med opazovalci 
pri interpretaciji rezultatov in variacija med laboratoriji pri izvedbi IHK postopka. Zato je z 
namenom, da se bi izboljšala veljavnost in ponovljivost IHK metode, nujna vključenost 
posameznih laboratorijev v zunanjo shemo zagotavljanja kakovosti. 
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6.4 STROŠKOVNA UČINKOVITOST IHK METODE V PRIMERU ZAČETNEGA 
TESTIRANJA STATUSA EGFR  
Zaradi nizke senzitivnosti IHK metode z uporabo trenutno dostopnih za mutacije specifičnih 
protiteles, le-ta ne more nadomestiti v rutinski praksi uporabljenih standardnih molekularno 
genetskih metod, ki temeljijo na PCR. Upoštevaje to omejitev, smo v okviru te raziskave razvili 
odločitveni model stroškovne učinkovitosti, s pomočjo katerega bi lahko ocenili, pri katerem 
razmerju cen bi bila uporaba IHK metode določanja mutacij EGFR za presejanje bolnikov za 
zdravljenje z EGFR TKI stroškovno učinkovita. Z analizo potencialne ekonomske učinkovitosti 
vnaprejšnjega testiranja bolnikov na prisotnost mutacij EGFR z IHK metodo, smo pokazali, da 
bi na podlagi naših predpostavk razmerje cen med PCR in IHK metodo moralo znašati okrog 8 
proti 1 za belo populacijo z okrog 15 % deležem EGFR pozitivnosti, in med 3 proti 1 in 4 proti 
1 v primeru azijske populacije, kjer delež EGFR pozitivnosti znaša okrog 40 % do 50 %. V 
slovenski populaciji se delež EGFR pozitivnosti giblje med 10 – 12 % [162]. Vnaprejšnje IHK 
testiranje bi lahko bilo upravičeno tudi pri populaciji bolnikov, obogateni z mutacijami EGFR, 
kot npr. skupina bolnikov s KRAS in ALK negativnim statusom mutacij, saj vemo, da se le-te 
med seboj izključujejo. Poudariti je potrebno, da je temeljna predpostavka tega modela, da 
specifičnost IHK metode znaša okrog 100 %, kot smo dokazali tudi v naši raziskavi, saj se lahko 
le na ta način izognemo potrditvenemu testiranju mutacij EGFR s PCR metodo in na ta način 
bolnikom omogočimo hiter dostop do tarčne terapije na podlagi le IHK rezultata. Kot je 
razvidno iz našega modela, je delež mutacij EGFR v določeni populaciji najpomembnejši 
dejavnik, ki vpliva na ugodno razmerje cen z ekonomsko dobrobitjo. Zato je zelo pomembno, 
da poznamo verjetnost pojavljanja mutacij EGFR v opazovani populaciji. Nasprotno, z 
večanjem senzitivnosti IHK metode ne dosežemo tolikšnega vpliva na ugodno razmerje cen. 
Analiza stroškovne učinkovitosti je bila namenoma omejena le na ekonomski vidik. Naši 
izračuni se nanašajo izključno na razmerje cen in ne upoštevajo drugih morebitnih prednosti 
IHK testiranja (kot npr. potreba po manj tkiva, krajši čas do rezultata, širša splošna dostopnost, 
lažja tehnična izvedljivost). Druge prednosti je težko finančno ovrednotiti in je dobro, da se to 
stori v vsaki instituciji posebej in individualno (saj je potrebno upoštevati tudi druge 
podrobnosti kot npr. nabavne cene protiteles, ceno delovne sile, ceno opreme in ceno 
vzdrževanja opreme). Ekonomski rezultati so zato neodvisni od dejanskih stroškov, saj so 
podani kot razmerje cen obeh metod. Na ta način lahko vsaka institucija oceni svoje stroške za 
svojo konkretno situacijo. V slovenskem prostoru znaša razmerje cen med IHK in PCR okrog 
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1:9, v primeru da upoštevamo izključno ekonomski vidik tehnične izvedbe analize mutacij, 
medtem ko ostale podrobnosti niso upoštevane. To razmerje se precej približa razmerju, pri 
katerem bi bilo, upoštevaje model stroškovne učinkovitosti, IHK testiranje pred PCR 
testiranjem stroškovno učinkovito. Natančnejšo in bolj celostno oceno dejanskega stanja bi 
nedvomno podala farmakoekonomska analiza.  
V prihodnjih raziskavah bi bilo smotrno preveriti v okviru naše raziskave razvit odločitveni 
model stroškovne učinkovitosti predvsem v populacijah z večjim deležem pozitivnosti EGFR. 
Pred tem pa je potrebna standardizacija in validacija sistema ocenjevanja EGFR IHK reakcije. 
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7 ZAKLJUČKI  
V naši raziskavi smo potrdili zelo visoko specifičnost in relativno nizko senzitivnost IHK 
metode za določanje najpogostejših mutacij EGFR, 15-bp del19 in L858R, z uporabo za 
mutacije specifičnih protiteles, v primerjavi s standardno metodo PCR pri beli populaciji 
bolnikov z NDRP.  
Upoštevaje navedene zaključke, hipoteze, da bi lahko IHK metoda predstavljala presejalno 
metodo za določanje mutacij EGFR pri bolnikih z NDRP, nismo potrdili. 
 
Časi brez napredovanja bolezni kot tudi celokupna preživetja bolnikov z razsejanim EGFR 
pozitivnim NDRP, določenim z IHK metodo in zdravljenih z EGFR TKI, se povsem skladajo 
s tistimi pri celotni kohorti EGFR pozitivnih bolnikov, ki so imeli status mutacij EGFR določen 
s standardno PCR metodo. Na ta način smo prvič potrdili visoko zanesljivost IHK testiranja 
mutacij EGFR za napoved dobrega odgovora na zdravljenje z EGFR TKI. 
Na osnovi zgoraj navedenih zaključkov lahko potrdimo hipotezo, da imajo bolniki s pozitivnimi 
mutacijami EGFR določenimi z IHK metodo in zdravljeni z EGFR TKI primerljiva celokupna 
preživetja kot bolniki z mutacijami EGFR, določenimi s standardno PCR metodo. 
 
Iz modela stroškovne učinkovitosti, ki smo ga razvili na podlagi rezultatov naše raziskave, 
predvsem zelo visoke specifičnosti IHK metode, je razvidno, da je stroškovna učinkovitost IHK 
testiranja mutacij EGFR pred PCR testiranjem odvisna predvsem od deleža pozitivnosti EGFR 
v določeni populaciji. Izkazalo se je, da bi lahko bilo vnaprejšnje IHK testiranje stroškovno 
učinkovito pri populacijah z visokim deležem mutacij EGFR, kot je na primer azijska 
populacija, manj verjetno pa pri beli populaciji. 
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